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“DETERMINACION DE LA EFICACIA PARAMFISTOMICIDA DEL COMPUESTO
ALFA-CARBAMATO EN OVINOS”

RESUMEN

La paramfistomosis es una enfermedad de los rumiantes causada por anfistomas,
parasitos del rumen, reticulo, abomaso e intestino delgado y es debida a la accion y
presencia de Paramphistomum sp., trematodos que se caracterizan por producir una
enteritis catarral o hemorragica y pérdidas econémicas no cuantificables.
Los objetivos del presente trabajo fueron: 1. Producir los estadios infectantes de
Paramphistomum sp y 2. Determinar la eficacia paramfistomicida del carbamato de
[5-cloro-6(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-iljmetilo, llamado compuesto Alfa-carbamato, en
ovinos. Se utilizaron 16 ovinos criollos, machos entre 6 y 12 meses de edad, los cuales
fueron infectados en el dia 0 con 600 metacercarias de Paramphistomum spp., por
animal. A los 45 dias postinfeccion, los ovinos fueron divididos en 4 grupos con 4
animales cada uno. Los grupos 1 al 3 recibieron una dosis de 12, 18 y 24 mg/kg por via
oral y el grupo 4 fungié como testigo sin tratamiento. En el dia 55, los animales fueron
sacrificados para separar el rumen, con el fin de colectar y cuantificar los trematodos
presentes. Adicionalmente, los trematodos del grupo testigo fueron medidos en su
longitud para determinar la talla de los parasitos. La eficacia fue medida a través del
porcentaje de reduccion de trematodos en los grupos tratados con respecto al testigo sin
tratamiento. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza,
comparando la eficacia entre los grupos experimentales. Los resultados mostraron una
produccion adecuada de metacercarias obteniendo mas de 9000. La eficacia obtenida
indicé un 86.7%, 97.5% y 100% de reduccion de paramfistomidos para los grupos 1, 2 y
3, respectivamente y la talla promedio de los trematodos recuperados del rumen fue de 5
mm. Se concluye que bajo las condiciones en que se desarrollo el presente estudio, el
compuesto Alfa-carbamato mostré una alta eficacia contra paramfistomidos de 45 dias

de edad en ovinos infectados experimentalmente.

Palabras clave: Paramphistomum sp, compuesto Alfa-carbamato, Ovinos, Dosis efectiva.



“DETERMINATION OF THE PARAMPHISTOMICIDAL EFFICACY OF COMPOUND
ALPHA CARBAMATE IN SHEEP”

ABSTRACT

Paramphistomosis is a disease of ruminants caused by parasitic amphistomes of the
rumen, reticule, abomasum and small intestine. It is due to the presence and action of
Paramphistomum spp., trematodes which are characterized by producing catarrhal or
hemorrhagic enteritis and economical losses.

The aims of the present thesis were: 1. To produce the infective larval stages of
Paramphistomum spp. in our laboratory and 2. To determine the paramphistomicidal
efficacy of methyl [5-chloro-6(1-naphtyloxy)-1H-benzimidazol-2-iljcarbamate called
compound Alfa-carbamate, in ovines. Sixteen crossbred sheep, male, between 6 and
12 months of age, were infected each with 600 metacercariae of Paramphistomum
spp. Forty five days after infection, the sheep were divided into 4 groups of 4 animals
each. Groups 1 to 3 received compound Alpha-carbamate at an oral dose of 12, 18
and 24 mg/kg b/w and group 4 served as an untreated control. On day fifty five, all
animals were killed in order to obtain the rumen to collect and quantify the present
amphistomes. In addition, all trematodes from the control group were measured on its
length to determine the size of the parasites. Efficacy was assessed as the
percentage of trematode reduction of the treated groups relative to the untreated
control. The obtained data were submitted to an analysis of variance comparing the
percentage of efficacy among the experimental groups. Results showed a reasonable
production of metacercariae obtaining more than 9000 cysts. The obtained efficacy
indicated a 86.7%, 97.5% and 100% of paramphistomids reduction for groups 1, 2
and 3, respectively and the average length of the recovered trematodes was of 5 mm.
It is concluded that compound Alpha-carbamate showed high efficacy against 45 day-

old paramphistomids in experimentally infected sheep.

Key words: Paramphistomum sp., Compound Alpha-carbamate, Sheep. Effective

dose.



INTRODUCCION

Una de las enfermedades parasitarias menos estudiadas en México es la
paramfistomosis (De la O, 1983).

Esta es una parasitosis gastrointestinal de los rumiantes causada por
trematodos que parasitan al rumen, reticulo, abomaso e intestino delgado y es
debida a la accidon y presencia de parasitos de diferente géneros de la familia
Paramphistomidae, entre los cuales podemos mencionar a Paramphistomum spp,
Cotylophoron spp, Calicophoron spp, Ceylocotyle spp, Gastrothylax spp,
Gigantocotyle spp, Explanatum spp, Balanorchis spp, entre otros, los cuales causan
la paramfistomosis (Eduardo, 1982; De la O, 1983; Boray, 1985; Rolfe 1991).

Morfologia

Estos trematodos, tienen un cuerpo conico, casi redondo, o ligeramente
aplanados. El tegumento es liso, carece de la bolsa ventral, el acetdbulo o ventosa
ventral es subterminal y de tamafio moderado, la ventosa oral es pequefia y esta
presente en la parte anterior del parasito, la faringe carece de diverticulos; el es6fago
carece de bulbo o de esfinter posterior, el ciego se encuentra de lado lateral del
cuerpo con forma sinuosa o casi lineal. Los testiculos son de forma redonda o lobular
dispuestos en forma escalonada o diagonalmente lineal; la vesicula seminal posee
una pared delgada y enrollada, la parte musculosa es corta y ampliamente
desarrollada, la parte prostatica esta moderadamente desarrollada, la bolsa del cirro
esta ausente. Los ovarios y las glandulas de Mehlis son post-testiculares; el utero
esta hacia adelante y en forma enrollada, en posicion dorsal a los testiculos que
estan en forma ventral al ducto del cirro; el canal de Laurer cruza la vesicula
excretora o ducto; las glandulas vitelinas en posicion lateral pueden o no confluir
dorsomedialmente. Carecen de ventosa genital. Los parasitos adultos miden
alrededor de 5-13 mm x 2-5 mm. Los adultos presentan un color rosado que haria
suponer que son hematéfagos. Sin embargo, observaciones histoquimicas del
aparato digestivo del parasito, realizadas en la India, demostraron que se alimentan

exclusivamente del contenido ruminal, liquido tisular, pasto semidigerido, bacterias y



protozoarios, descartando la ingesta de sangre. Los huevos son grandes y llegan a
medir de 120-180 um x 74-100 um; son incoloros, operculados y contienen un cigoto
(Eduardo, 1982; Boray, 1985; Kassai, 1998; Bulman, 2002).

Distribucion

Esta enfermedad también denominada “amfistomosis intestinal”, “fasciolosis del
estdmago”, “enfermedad abdominal por duelas”, es de distribuciébn cosmopolita,
existiendo areas endémicas en todos los continentes, donde las infecciones intensas
pueden provocar en todo tipo de rumiantes domésticos y salvajes una gastroenteritis
aguda acompafada de alta morbilidad y alguna mortalidad, particularmente en
huéspedes jévenes (De la O, 1983; Quiroz 1990; Wood et al., 1995; Bulman, 2002).

En cuanto a su localizacién por zonas se tiene que en las regiones templadas
se halla con relativa rareza, mientras que en zonas calidas, ademas de presentarse
con mucha frecuencia, llega a producir problemas severos.

Esta parasitosis se presenta con mayor frecuencia en bovinos, con una mayor
incidencia en el ganado cebu; y en un menor grado en ovinos y caprinos. En bovinos
masivamente infectados se puede alcanzar una mortalidad del 96% mientras que en
ovinos las cifras ascienden al 90% (Oreamuno, 1978).

En algunas areas, como la India y Australia, la mortalidad de bovinos y ovinos,
durante la fase intestinal, es alrededor del 30% al 40%, respectivamente. La
presentacion de casos clinicos tendria vinculacion con la presencia masiva de formas
inmaduras en el duodeno, que se manifiesta por un sindrome de mala digestion con
desnutricion, que causa una severa enteritis catarral, hiperplasia de la superficie
mucosal, necrosis de tejido y hemorragias. Los animales afectados muestran signos
de anorexia, polidipsia, menor desarrollo y diarreas fétidas y persistentes. Las formas
adultas, en cambio, aun en cantidades de 30 000 o mas, no serian mayormente
patdgenas (De la O, 1983; Quiroz 1990; Wood et al., 1995; Bulman, 2002).



Morfologia de trematodos de la Familia Paramphistomidae.
Tomado de Veterinary Helminthology. 1949. Morgan, B. and Hawkins, P.
Burguess Publishing Company Minneapolis USA.

La Paramfistomosis a nivel mundial

Las infecciones por miembros adultos de la Familia Paramphistomidae pueden
ser halladas en borregos, cabras, bovinos y bufalos de agua alrededor de todo el
mundo.

Esta enfermedad esta mayormente confinada a Africa, en donde ocurre con
mayor frecuencia durante las estaciones secas del afo, afectando principalmente a

Kenia y Etiopia; donde las especies de paramfistomidos responsables de la



enfermedad son atribuidas a P. microbothrium y Cotylophoron cotylophorum (Horak,
1971, Boray, 1985; Oreamuno, 1978).

Asanji., (1989) reporta que P. microbothrium es la especie clinicamente mas
importante en las regiones ganaderas de Sierra Leona, seguida de P. daudneyi.

En Asia, la infeccidn ha sido reportada principalmente en la India, Bangladesh y
Filipinas, en bufalos y en bovinos, donde la enfermedad es frecuentemente producida
por P. cervi, P. explanatum, Cotylophoron cotylophorum (Horak, 1971; Boray, 1985).

Los paises del Este de Europa que se ven afectados frecuentemente por esta
parasitosis son Bulgaria, Hungria, Polonia, Rusia y Ucrania donde se han identificado
como causantes de la enfermedad a P. microbothrium, P. microbothroides. P. cervi y
algunos paises mediterrdneos como Israel, Italia, Turquia y la antigua Yugoslavia, en
donde se ha reportado una incidencia del 30 al 70%, identificAndose como agentes
causales a P. cervi, P. microbothrium y Cotylophoron cotylophorum (Horak, 1971;
Boray, 1985).

Abrous et al., (2000a; 2000b) y Mage et al., (2002) mencionan que la region
central de Francia y especificamente la region de Limousin se presenta una
incidencia del 13% que se ve afectada principalmente por P. daudneyi, P. cervi, y P.
ichikawai.

En Australia, la parasitosis afecta principalmente a bovinos y ovinos siendo el
principal agente etiolégico Cotylophoron cotylophorum y P. ickikawai,
respectivamente (Horak, 1971; Boray, 1959; Boray, 1985).

En Norteamérica, especificamente en los Estados Unidos, Herd et al., (1981)
reportaron la presencia de paramfistomidos en el otofio de 1978 en novillos Hereford
de 8-10 meses de edad, en 1980 identificaron la presencia de P. microbothrium en
bisontes, como el agente causal de la parasitosis; sin embargo, también hallaron la
presencia de P. cervi y Cotylophoron cotylophorum mencionando que estas dos
especies son relativamente raras.

Reportes realizados en Brasil por Mattos y Ueno., (1996) y Velasquez-

Maldonado., (1976) informan que la Provincia de Rio Grande do Sul es la mas



afectada por esta parasitosis, refiriéndose solamente a Paramphistomum sp y
Balanorchis anastrophus.

Bulman., (2002) menciona que la presencia del parasito en Argentina,
principalmente en la provincia de Corrientes; se tiene reportado desde 1994, siendo
Cotylophoron cotylophorum el principal agente causante de la enfermedad,

Rodriguez et al., (2002) lo reportan en la provincia de Santa Fe.

Distribuciéon geogréfica de acuerdo a la literatura citada.

Nari., (1983) en Uruguay reportd brotes clinicos de la enfermedad en bovinos,
provocados por Cotylophoron cotylophorum, con presencia de parasitos adultos y
huéspedes intermediarios infectados, por su parte Rimbaud y Diana., (1991)
aseveran que la presencia de esta parasitosis se remonta desde 1973-1974 en la
region central del pais, relacionados siempre a campos de produccién mixta,
ganadera y arrocera.

En un nuevo estudio realizado en la misma zona, estos autores reportaron que
los animales joévenes son los mas afectados presentdndose una mortalidad del
5.71% siendo del tipo por goteo (uno o dos animales diarios) y una morbilidad del
36.89%.

Gonzélez y Plaza., (1965), en Chile describen la presencia de Cotylophoron

cotylophorum en ganado importado de Australia, pero no en animales autéctonos.
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La Paramfistomosis en México

La epidemiologia de la paramfistomosis no ha sido estudiada exhaustivamente
en México. Sin embargo, se han determinado algunas zonas enzodéticas para el
ganado bovino, principalmente la zona sureste donde se ha reportado su presencia
en primavera, identificandose como agente causal especies del género Cotylophoron
sp, Calicophoron sp y Paramphistomum cervi (Trejo-Castro et al., 1983; 1986; 1990).

Aunado a esto, en nuestro pais no existen los reportes necesarios sobre su
dinamica de presentacién en los animales, datos ecoldgicos, tasa de infeccion,
estudios malacoldgicos del huésped intermediario y menos aun sobre los aspectos
patolégicos en relacion huésped-parasito (Arizmendi, 1981).

Los primeros informes de la presencia de paramfistomidos en México fueron
realizados por Quiroz et al., (1973b) reportan la presencia de especimenes adultos
de Paramphistomum cervi en el rumen de un ovinos hembra de raza pelibuey
procedente del estado de Tabasco y la presencia de ocho especimenes de
Cotylophoron cotylophorum en el ciego de un ovino criollo procedente de Jalatlaco,
Estado de México (1973a), en tanto que Arizmendi et al., (1981) refieren los primeros
casos en bovinos, en el sur del estado de Veracruz, mencionando que esta
parasitosis muestra un comportamiento anual muy irregular en esta region del
estado, siendo el verano y el otofio las estaciones donde la incidencia es mayor. Asi
mismo sefialan, que el movimiento del ganado, asociado con la gran tasa de
produccion de huevos por el trematodo, asegura la presencia de la enfermedad.

De ahi que no existe ninguna estrategia de control efectivo contra este parasito,
particularmente debido a que la mayor parte del dafio se ha hecho antes de la
posibilidad de detectar al parasito.

Por su parte De la O., (1983) en un estudio realizado en el Frigorifico y
Empacadora de Tabasco S. A., reportdé una incidencia del 40.1% de los bovinos
muestreados al azar provenientes de los estados de Chiapas, Veracruz y Tabasco,
observandose que el mayor nimero de animales parasitados fueron procedentes de

Tabasco.
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Los paramfistomidos encontrados en este estudio, fueron identificados como
Cotylophoron cotylophorum, Paramphistomum cervi y reporta por primera vez el
género Calicophoron sp.

Por su parte Quiroz., (1990) refiere a los estados de Sinaloa y Campeche.

Estudios realizados por Rangel et al., (2003) en la region de la Sierra en el
estado de Tabasco refieren una alta incidencia del parasito, principalmente en los
municipios de Jalapa, Tacotalpa y Teapa, reportando que la prevalencia estimada de
esta parasitosis en esta zona del estado es de entre el 30 y el 96.6% en un periodo
qgue va de julio a noviembre, incrementandose su presencia durante la temporada de
lluvias.

Actualmente se sabe que hay presencia del parasito en Estados ubicados en el
altiplano de México sin que se tomen medidas estratégicas para su control (Vazquez
et al, 1995).

Distribucién geogréfica de acuerdo a la literatura citada

El ciclo biologico de los paramfistomidos se caracteriza porque utiliza como
huésped intermediario un caracol en el cual se multiplica. El caracol es anfibio y su
vida esta asociada con la alta humedad; hallandose especialmente en cuerpos de
agua estancada con vegetacion acuatica; de potreros y canales de riego, donde

frecuentemente los animales abrevan.
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Los bovinos se infectan cuando junto con el pasto o el agua ingieren la forma
infectante del parasito (metacercarias), que se encuentra generalmente adherida a la
vegetacion acuatica. En ocasiones los animales se comen los caracoles en forma
accidental y pueden adquirir la infeccién de esta manera (Mateus, 1983).

En México, las especies de moluscos que intervienen en el ciclo biolégico de
esta trematodosis no estan del todo determinadas (Vazquez, 1995; Castro-Trejo,
1983). De la O (1983) describe a los géneros Planorbis, Fossaria, Pseudosuccinea y
Segnitilia, como huéspedes intermediarios.

Quiroz., (1990) hace referencia al género Bulinus. Castro-Trejo et al., (1990)
reportan al menos cinco especies de caracoles dulceacuicolas del genero Lymnaea:
Lymnaea cubensis, Lymnaea humilis, Lymnaea palustris, Lymnaea bulimoides y
Lymnaea columella, mencionando que estos gasterépodos estdn ampliamente
distribuidos a lo largo de la region costera del golfo de México.

Sin embargo, Lymnaea palustris y Lymnaea obrussa parecen mantener al
parasito en condiciones naturales y puede ayudar a propagar la infeccion en
rumiantes mexicanos (Trejo-Castro et al, 1983; 1986; 1990).

Tratamiento de las Paramfistomosis

Para el tratamiento de esta parasitosis se han empleado una gran variedad de
medicamentos con diferentes resultados en su eficiencia. Sin embargo, el nimero de
compuestos que se pueden usar con seguridad en el caso de brotes agudos de
paramfistomosis es muy limitado.

De los compuestos mas seguros y eficientes para el control de brotes en ovinos
es la niclosamida, la cual, administrada a dosis basicas de 50 a 100 mg/kg de peso
corporal, produjo una eficacia del 99% contra estadios inmaduro en intestino delgado
y del 18.2% en rumen (Boray, 1969).

Malviya et al., (1994), empleando ovinos de cuatro meses de edad infectados
experimentalmente a la misma dosis antes referida, obtuvo similares resultados de
90% de eficacia contra formas maduras y 100% contra estadios inmaduros en

intestino delgado
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Horak., (1965) en pruebas de campo controladas probo la eficiencia del bitionol
en borregos y bovinos infectados artificialmente con Paramphistomum
microbothrium, administrando dosis de 25-100 mg/kg obteniendo una eficiencia del
96.6% contra amfistomas de 16-21 dias de edad en ovinos.

En bovinos, el mismo autor administré dosis de 25-35 mg/kg, obteniendo una
eficacia de 99.9-100% en trematodos de nueve dias de edad. Sin embargo, el
bitionol aunque es eficiente contra estadios maduros e inmaduros, puede generar
efectos toxicos a las dosis efectivas.

Duwel et al., (1975) en pruebas experimentales de laboratorio y de campo en
ovinos infectados artificial y naturalmente, emple6 fenbendazol a una dosis oral de 30
mg/kg reduciendo la carga parasitaria en 85% de estadios maduros y a dosis oral de
50 mg/kg redujo la produccién de huevos del parasito en mas del 99%.

Georgiev y Gruev., (1979) reportan que a dosis de 15 mg/kg de peso corporal
de Nilzan, éste reduce la presencia del parasito entre 89 y 99% en ovinos infectados
con P. microbothrium.

Gupta et al., (1981) reportan que el fenbendazol, administrado a dosis de 2.2
mg/kg de peso corporal durante seis dias, mostré una eficacia del 27% contra
estadios maduros del paramfistomo.

Lepojiev et al.,, (1982) usando dosis altas de fenbendazol (Panacur)*, (150
mg/kg de peso corporal por via oral), obtuvieron una eficacia de entre el 25.0 y 45.0
% contra Paramphistomum sp en ovinos de Yugoslavia.

Rolfe y Boray., (1987) en bovinos de 5 a 6 meses de edad, infectados
naturalmente con Paramphistomum sp y bajo condiciones de campo, emplearon
oxiclozanida en dosis oral de 15 mg/kg, durante un periodo de 10 a 14 dias; sus
resultados indicaron una eficacia del 97.5% contra estadios maduros y 96.8% contra
formas inmaduras. En ese mismo estudio y empleando hexaclorofeno a 20 mg/kg
obtuvieron 99.5% y 100% contra estadios inmaduros en intestino delgado, abomaso
y rumen respectivamente y del 83% contra estadios maduros.

Gill 'y Bali.,, (1987) infectaron ovinos de 8 a 12 meses de edad, con

metacercarias de P. cervi., y probaron dos formulas a nivel experimental. Para ello
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utilizaron oxiclozanida (Nilzan) (IC)* en una dosis de 0.33 ml/kg de peso corporal y

fenbendazol (Panacur) (Intervet-Hoechst)* con una dosis de 10 mg/kg de peso

corporal. La eficacia obtenida contra estadios adultos del parasito a los 150 dias

posinfeccion fue de 94.2% y 49.1%, respectivamente.

Malviya., (1994) en pruebas de campo empleando dos dosis de 30 mg/kg de

triclabendazol (Fasinex)* en un intervalo de cuatro dias, encontr6 que este

fasciolicida mostr6 una eficacia de tan solo el 62.7%. Esta baja actividad del

triclabendazol contra paramfistomos contrasta frente a su alta eficacia contra

infecciones de Fasciola hepatica en ovinos.

Antihelmintico Dosis Eficiencia
mg/kg
Trematodos inmaduros | Trematodos maduros
en intestino delgado en rumen
Ovinos Bovinos Ovinos y Bovinos
100-200 99% Sd 73%
Bitionol 25-100 99-100% ++
25-35 99-100% +

_ . 50 94-99% Sd

Niclosamida 90 99.9% Sd
100 96%

Nitroxinil 10 Sd Sd Sd
Praziquantel 10 Sd Sd Sd
Oxiclozanida 15 Sd ++ ++

Closantel 7.5 90% 40-60% 60%
Fenbendazol 10 Sd 85% 27%

Triclabendazol 30 62.7% 62.7% 62.7%

Lacto,na_ls 0.002 0% 0% 0%

macrociclicas

Sd- sin datos; + alguna actividad; ++ actividad moderada

Tomado y modificado de Boray, J. C. (1985).

Eficacia de algunos antihelminticos contra paramfistomidos

* Panacur marca registrada por Intervet-Hoechst S.A. de C.V.
* Nilzan marca registrada por Imperial Chemical Industries PLC.
* Fasinex marca registrada por Novartis S.A. de C.V.
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Bhushan et al., (1996) refieren al closantel como efectivo contra formas
inmaduras en una sola dosis oral de 10 mg/kg, reduciendo la carga parasitaria en un
90% en ovinos y cabras y del 40 al 60% en bovinos.

Un reporte reciente indica que la moxidectina, una lactona macrociclica, en
combinacion con clorsulon o closantel puede tener alguna actividad contra especies
de paramfistomas (Chick et al., 1991).

Para la comprobacion del estudio anteriormente mencionado Rolfe y Boray.,
(1993) utilizaron cincuenta y dos becerros de 7 a 9 meses de edad, a los cuales se
les aplicaron dos tratamientos: clorsulon/moxidectina a dosis de 2 mg/kg y 200 pg /kg
respectivamente, y closantel a dosis de 10 mg/kg. Los resultados de este estudio
indicaron que ambos tratamientos fueron deficientes contra estadios inmaduros y
maduros del parasito, ya que se llegd a recuperar hasta el 90% de los paramfistomos

vivos y sin dafio aparente.

Por lo anteriormente sefialado, se puede apreciar que ningun farmaco es 100%
eficiente en el control de los parasitos adultos, como para permitir un apreciable

impacto en las pasturas contaminadas.

Antecedentes del compuesto “Alfa-Carbamato”

A través de la modificacion de la estructura quimica del triclabendazol (TCBZ)
se logro sintetizar y evaluar biolégicamente la eficacia fasciolicida del denominado
compuesto "Alfa" (Hernandez et al., 2002), compuesto que en diversas evaluaciones
biolégicas (Ibarra et al., 1997, 2000; Vera et al., 2001; Rivera et al., 2002; Vera et al.,
2003; Vera et al, 2004, Ibarra et al, 2004); farmacocinéticas (Del Rivero, 1998; Vertiz,
2000); de toxicidad (Ayala, 2002; Vera et al., 2004) y modo de accion (Rivera et al.,
2004; 2005), ha mostrado resultados promisorios tanto en ovinos como en bovinos.

Considerando que se trata de un compuesto con actividad trematodicida, y
particularmente fasciolicida, se consideré pertinente modificar la estructura del
compuesto Alfa y valorar la eficacia paramfistomicida de la nueva estructura,

denominada “Alfa-carbamato”, en ovinos.
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Para ello, investigadores del Departamento de Parasitologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, dirigidos por el Dr. Froylan Ibarra y la Dra. Yolanda
Vera Montenegro, y del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica,
dirigidos por el Dr. Rafael Castillo Bocanegra y la M. en C. Alicia Hernandez Campos,
ambos grupos de la UNAM, han sumado esfuerzos en la creacion y realizacion de un
proyecto amplio de colaboracion dirigido a la sintesis y evaluacion fasciolicida in vivo
de nuevos derivados del bencimidazol, analogos del triclabendazol.

Considerando que Paramphistomum sp., son trematodos que se alojan en el
rumen de los rumiantes, se cre6 ahora el compuesto “Alfa carbamato” el cual guarda
las caracteristicas estructurales del compuesto “Alfa” y la alta polaridad del
albendazol, lo cual se espera se absorba poco y que actue preferentemente en el
tracto gastrointestinal.

A continuacidon se muestra la estructura quimica del compuesto Alfa carbamato
y sus predecesores.

cl H
cl o] N O N
SCH; SCH4
cl N al N

5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol 5-Cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol

Estructura del Triclabendazol Estructura del compuesto "Alfa"
H H
S O
HaC N N
NHCO,CH3 NHCO,CHgy
N al N

Carbamato de [6-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljmetilo Carbamato de [5-cloro-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-iljmetilo

Estructura del Albendazol Estructura del "Alfa Carbamato"
Estructura quimica del compuesto Alfa carbamato.

El compuesto Alfa-carbamato es de reciente creacidn. Se tiene su punto de
fusion, que es de 234-236 °C; su constante de Rf cromatografico, en CHCl3-MeOH

95:5, de 0.4; su formula condensada es C19H14CIN3Os.

17



JUSTIFICACION

1. La produccion de las fases infectivas (metacercarias) de Paramphistomum sp en el
laboratorio es dificil y costosa, por o que se manifiesta necesario implementar el
cultivo de caracoles limneidos infectados con el parasito, para obtener las
metacercarias necesarias para realizar infecciones en el ganado y permitir el

desarrollo de estudios quimioterapéuticos.

2. El compuesto fasciolicida Alfa ha sido ampliamente probado en ovinos y bovinos
mostrando una eficacia entre 86 al 100% contra todas las edades de Fasciola
hepatica, sin embargo, dada su liposolubilidad y facilidad para atravesar las
membranas biolégicas, su permanencia en el tracto gastrointestinal es baja. Si este
compuesto se modifica estructuralmente para convertirlo en un carbamato, su
permanencia serd mayor, por lo que se manifiesta necesario conducir estudios

avocados a conocer la eficacia contra especies de paramfistomidos.

3. EIl tratamiento de la paramfistomosis se realiza mediante la administracion de
productos fasciolicidas a los animales de manera preventiva o terapéutica. Los
farmacos disponibles en el mercado son costosos debido a que todos son

importados.

4. Se manifiesta la necesidad de producir un farmaco nacional que actle contra
formas inmaduras y adultas de Paramphistomum sp., a fin de disminuir las pérdidas
gue causa este parasito, el cual es dificil de identificar debido a su periodo
prepatente y a su enmascaramiento con infecciones producidas por Fasciola

hepatica.

5. En México, cada vez es mas frecuente la pregunta del ganadero sobre que hacer
para controlar la paramfistomosis, sin que se les pueda dar una respuesta que

realmente ayude a resolver su problema.
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HIPOTESIS
1.- El compuesto Alfa-carbamato tendra una eficacia superior al 80% contra los

estadios inmaduros de Paramphistomum sp., en ovinos.

2.- La talla promedio de los paramfistomidos recuperados sera inferior a aquella

obtenida en paramfistomidos de bovinos.

OBJETIVOS
1.- Determinar la eficacia paramfistomicida del compuesto “Alfa carbamato” contra

estadios inmaduros en ovinos infectados experimentalmente.

2.- Desarrollar el cultivo de caracoles Lymnaea humilis para producir metacercarias

de Paramphistomum sp.

3.- Determinar la talla de los trematodos recuperados, en el grupo testigo.
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MATERIAL Y METODOS.

Experimento 1

Establecimiento de un método de produccién de metacercarias de
Paramphistomum sp a partir de caracoles limneidos

Preparacion de material para cultivos.- Para llevar a cabo el cultivo de
caracoles se prepararon cajas de Petri de 20 cm de didmetro, las cuales se lavaron y
se esterilizaron a 120°C durante tres horas.

El lodo se colecté de una region de donde los caracoles son endémicos, se
lavd con abundante agua para extraerle todo tipo de contaminantes, y enseguida se
cernié con un colador para extraer piedras y otro tipo de residuos. Este lodo limpio se
esterilizd en una estufa a 120° C durante cuatro horas, y se le afladié una porcion de
calcio como nutriente.

Posteriormente se dejo enfriar durante una hora, y seguidamente el lodo se
vacio a las cajas en donde se sembré el alga Oscillatoria sp.

La porcion de lodo restante se vacid en charolas de peltre y se sembr¢ alga,
de estos recipiente se fue tomando pequefas porciones de alga para alimentar a los
caracoles; cada tercer dia se les afladié agua y se revisaron para limpiarlas de
cualquier contaminante.

El alga del género Oscillatoria sp se colecté de los terrenos del rancho del
Centro de Ensefanza, Investigacion y Extensién en Produccién Agrosilvopastoril
(CEIEPASP) de la FMVZ, en el municipio de Chapa de Mota y de los campos de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autbnoma de Hidalgo campus
Tulancingo, se lavdé con abundante agua para extraerle todo tipo de residuos,
posteriormente se licud y se sembro en cada una de las cajas ya procesadas.

Las cajas de Petri con algas estuvieron bajo condiciones de fotofase de 24
horas para estimular un rapido crecimiento, cada tercer dia durante dos horas se les
retird la tapa para eliminar olores y todo tipo de residuos que pudieran afectar su

crecimiento.
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Colecta de caracoles.- La colecta de caracoles limneidos se realizé en los
campos del rancho del CEIEPASP. Para ello se seleccionaron caracoles del género y
especie Lymnaea humilis y se aclimataron a las condiciones de laboratorio para
estimularlos a producir masas ovigeras.

Las masas ovigeras obtenidas permanecieron en gestacion durante 12 dias en
agua limpia y a temperatura ambiente. Posteriormente, los caracoles recién nacidos
se colocaron en las cajas de cultivo conteniendo lodo y alga suficiente durante 20-25
dias, para realizar la infeccion con miracidios del paramfistomido.

La limpieza de los caracoles se llevo a cabo cada tercer dia, éstos se retiraron
de la caja de cultivo y pusieron en una caja Petri con agua limpia en donde se
limpiaron con un pincel para retirarles todo tipo de suciedad, en tanto que las cajas
se lavaron con abundante agua para retirar heces y cualquier tipo de residuo; de
igual forma se retiraron todas las masas ovigeras y se colocaron en una caja con
agua limpia para su posterior limpieza, a las cajas de cultivo se les colocaba una
racion de alga y se reincorporaban los caracoles.

Obtencion de miracidios.- Estos se obtuvieron a partir de huevos del trematodo
colectados de ovinos altamente infectados.

Los huevos colectados se lavaron y se incubaron durante 17 dias a 28°C en la
oscuridad. Para la infeccion, los caracoles de dos semanas de edad se colocaron
uno por uno en una placa de 96 pozos, y por medio de una micropipeta se les
adicion6 uno o dos miracidios y se dejaron en contacto durante cuatro horas y una
vez infectados los moluscos, se mantuvieron 30 dias en cajas de Petri conteniendo
alga Oscillatoria y con una densidad de 25 caracoles por caja.

Obtencion de metacercarias de Paramphistomum sp.- A los 35 dias
postinfeccion, los caracoles sobrevivientes se expusieron a prueba de cambios
bruscos de temperatura para estimular la emergencia de cercarias.

Enquistamiento de metacercarias.- Estas se enquistaron en papel plastico y se

conservaron a 4°C hasta su utilizacion.
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Experimento 2

Eficacia paramfistomicida del compuesto Alfa-carbamato en ovinos

Localizacion del estudio.- El trabajo se realizé en las instalaciones del Centro
Nacional de Investigacion en Fisiologia Animal del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el Municipio
de Colon en el estado de Querétaro y en el Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Animales.- Se utilizaron 16 ovinos criollos, machos, entre 6 meses y un afio de
edad, libres de infeccion por Paramphistomum sp determinada por previos analisis
coproparasitoscopicos. Estos se alimentaron con alfalfa achicalada, concentrado

comercial y agua ad libitum durante todo el experimento.

Desarrollo del estudio

Infeccion con metacercarias.- En el dia 0 todos los animales se infectaron cada
uno con 600 metacercarias de Paramphistomum sp, por via oral. Estas se envasaron
en tubos de ensayo para su mejor manejo.

En el dia 45 todos los ovinos se aretaron y dividieron en cuatro grupos de
cuatro animales cada uno para realizar los tratamientos.

Previo al tratamiento se tomaron muestras de heces para verificar que los
animales ya presentaban infeccion, realizando analisis coprologicos por medio de la
técnica sedimentacion para identificar huevos del trematodo.

Tratamiento con el compuesto Alfa-carbamato.- En el mismo dia se administro
el compuesto Alfa-carbamato como a continuacion se indica:

El grupo 1 (G1) recibié una dosis de 12 mg/kg por via oral.
El grupo 2 (G2) recibié una dosis de 18 mg/kg por via oral.
El grupo 3 (G3) recibié una dosis de 24 mg/kg por via oral.

El grupo 4 (G4) fungié como testigo sin tratamiento.
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Las actividades realizadas se describen en detalle en el siguiente esquema:

DISENO EXPERIMENTAL

Grupo Numero Metarcercarias Dosis Edad de los Diagnostico por

_ - - mg/kg de N sedimentacion
n=4 de animal por ovino paramfistomidos Dia8 | Diads

Sacrificio 7 dias
postratamiento

peso vivo

2067

s/n .

1 600 12 45 dias X X X
2415

s/n

1906
1860 .
2 600 18 45 dias X X X
879

1118

2296
2096 .
3 600 24 45 dias X X X

1058

1921

2412

2346 .

4 600 Testigo 45 dias X X X
1893

1821

Evaluacion. En concordancia con las fechas sefialadas en el disefio
experimental los ovinos se sacrificaron para examinar el rumen de cada uno, con la
finalidad de colectar y contar los trematodos presentes.

La eficacia del compuesto se midié con base en el nimero de paramfistomas
presentes en los grupos tratados con respecto al nUmero de trematodos presentes

en el grupo testigo, utilizando la férmula descrita por Wood et al., (1995), en donde:

% Eficacia = (No. de paramfistomidos en el grupo tratado - No. de paramfistomidos en el grupo testigo) x 100

No. de paramfistomidos en el grupo testigo

Adicionalmente, y con la finalidad de conocer la talla de los paramfistomidos
recuperados en el grupo testigo, se midié su longitud para establecer rangos de
acuerdo a su edad.

Analisis estadistico.- Los datos obtenidos fueron analizados a través de un
analisis de varianza Kruskal-Wallis con la finalidad de comparar la eficacia entre los

grupos tratados contra el testigo sin tratamiento.
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RESULTADOS
1. Cultivo de caracoles limneidos y produccion de metacercarias

La infeccion de caracoles se realizé utilizando un microscopio estereoscépico a
una magnificacion de 40X, en donde se observo que los miracidios se aproximaban
con marcada afinidad hacia las zonas blandas del molusco y se adherian a este para
Su penetracion.

Se formaron dos lotes con caracoles infectados: el lote 1 infectado
individualmente con dos miracidios, el lote 2 infectado individualmente con 1
miracidio, los cuales permanecieron infectados durante 35 dias.

Posteriormente, los caracoles se expusieron a cambios bruscos de temperatura
empleando una fuente de luz artificial y placas de hielo para liberar a las cercarias,
estas aparecieron como pequefios puntos pardos con gran movilidad,
congregandose sobre la superficie del agua. La emision de cercarias tomé lugar casi
inmediatamente y durante 120 minutos de exposicion.

Las cercarias se enquistaron en bolsas de plastico de 10 x 20 mm conteniendo
40 ml de agua. En la masa cistdgena se mostraron formaciones que semejaban “o0jos
negros triangulares”. Finalmente, se obtuvieron mas de 9000 metacercarias, las
cuales fueron refrigeradas a 4° C mismas que sirvieron para realizar las infecciones

en los ovinos.

2. Eficacia paramfistomicida del compuesto Alfa-Carbamato

Los resultados obtenidos se observan de manera general en el Cuadro 1.

Grupol. (Tratado con 12 mg/kg).- Se recuperaron 16 paramfistomidos (8, 4, 3y
1 respectivamente), el nUmero minimo y maximo de trematodos recuperados fue de
1y 8 y el numero promedio de Paramphistomum sp en el grupo fue de 4,
correspondiendo a un porcentaje de eficacia de 86.7 % (Cuadro 1).

Grupo 2. (Tratado con 18 mg/kg).- Se recuperaron 3 paramfistomidos (0, 2, 1y
0, respectivamente), el nidmero minimo y maximo de parasitos fue de 0 y 2
respectivamente, y el numero promedio de trematodos en este grupo fue de 0.75,

correspondiendo un porcentaje de eficacia del 97.5%. (Cuadro 1).
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Grupo 3. (Tratado con 24 mg/kg).- En este grupo no se recuperdé ningdn

trematodo, por lo que la eficacia ejercida corresponde a un 100%. (Cuadro 1).

Grupo 4 (Testigo sin tratamiento).- En este grupo se recuper6 un total de 121

paramfistomidos (21, 36, 34 y 30, respectivamente), obteniendo un nimero minimo y

maximo de 21 y 36, correspondiendo un promedio de 30.2 trematodos por animal.

Cuadro 1. Eficacia paramfistomicida del compuesto Alfa-Carbamato

Peso Dosis No. de Promedio % de
Grupo Ovino No. Kg rpg/kg paramfistomidos (+ DE) Eficacia
via oral recuperados
2067 41 4
s/n 41 8 a
+
1 2415 44 12 1 4(x2.9) 86.7
s/n 42 3
1906 39 0
1860 43 2 b
+
2 870 38 18 1 0.75(x0.95) 97.5
1118 42 0
2296 44 0
2096 42 0 b
+
3 1058 42 24 0 0(z0) 100
1921 39 0
2412 41 21
2346 42 . 36 c
+ -
4 1893 43 Testigo 34 30.2(+6.65)
1821 43 30

Literales diferentes (a, b, ¢) muestran diferencia significativa (P<0.01)

El andlisis estadistico indico lo siguiente:

El grupo 1 fue significativamente diferente a los grupos 2 y 3 (P<0.01).

Los grupos 2 y 3 muestran similitud en su eficacia por lo que se puede aseverar

que ambos son altamente significativos (P<0.01) y por ende efectivos para

administrarles ese tratamiento,

El grupo testigo mostr6 una diferencia altamente significativa (P<0.01) en

relacion a los grupos tratados.
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Cuadro 2. Prueba de comparacion multiple Kruskal-Wallis para el valor Z

Variable TS X12 X18 X24
TS 0.0000 1.3354 2.6326 3.3576
X12 1.3354 0.0000 1.2972 2.0222
X18 2.6326 1.2972 0.0000 0.7249
X24 3.3576 2.0222 0.7249 0.0000

Prueba regular: medianas significativamente diferentes al valor Z>1.9600
Prueba de Benferroni: medianas significativamente diferentes al valor Z> 2.6383
Andlisis coproldgicos.-
El resultado de los analisis coproparasitoscopicos, fue negativo en todos los
animales.
Determinacién de la talla de los paramfistomidos obtenidos.-
La grafica 1 muestra la informacion obtenida de la longitud promedio de los
trematodos colectados.
De manera general, los datos obtenidos referentes a la longitud de los
paramfistomidos permitieron observar una distribucién con predominancia de talla
promedio de 5y 6 mm, colectando un mayor nimero de trematodos en el rango de

los 5 mm.

Longitud promedio de paramfistomos.

80
70
60
50
40
30
20
10

No. de paramfistdémos

1 2 3 4 5 6 7
Longitud (mm)

Grafica 1. Longitud promedio de paramfistomos de 45 dias de edad,
recuperados del rumen de ovinos infectados en forma experimental.
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DISCUSION Y CONCLUSION

La distribucion y prevalencia de la paramfistomosis se debe a la presencia de
caracoles dulceacuicolas, que se comportan como huéspedes intermediarios del
ciclo biolégico de estos trematodos. Aunque las especies de moluscos que
intervienen en el ciclo de vida de esta parasitosis no estan del todo determinadas, las
infecciones realizadas a los caracoles para este estudio, bajo condiciones de
laboratorio, se pudo observar que Lymnaea humilis mantuvo al parasito durante toda
la infeccién, por lo cual se coincide con lo mencionado por Trejo-Castro et al, (1983;
1986; 1990) que esta especie de gasterépodo actla como vector intermediario de
esta helmintiasis y que en condiciones naturales puede ayudar a mantener y
propagar la infeccion en rumiantes,

Los paramfistdmidos son trematodos que dia a dia se adaptan en mayor
porcentaje a sus huéspedes y en ciertas regiones tropicales de México, han
mostrado una mayor prevalencia en el ganado afectando principalmente a los
bovinos (Horak, 1985). Esta prevalencia frecuentemente detectada por el ganadero
mexicano, manifiesta la necesidad de contar con un compuesto que tenga alta
eficiencia paramfistomicida, esto en virtud de que hasta el momento, no existe un
compuesto eficaz capaz de remover estos trematodos en un 100% (lbarra, 1997).

Por otro lado, la eficacia de varios antihelminticos, como los bencimidazoles,
han probado ser altamente eficaces primordialmente contra nematodos
gastrointestinales, no obstante estos farmacos han sido ampliamente probados
contra amfistomas de borregos, cabras y bovinos, mostrando resultados variables
pero no suficientemente eficaces para controlar esta parasitosis. Asimismo, es
importante sefialar que la mayoria de estos productos son importados, o si se
producen en el pais son con materias primas traidas del extranjero, y por
consiguiente elevan los costos de produccion.

Por lo anteriormente expuesto, no existe hasta el momento ninguna estrategia
de control efectivo contra esta parasitosis debido en parte a que es una enfermedad
poco conocida, ademas de que el parasito aparentemente no causa demasiado dafio

a su huésped definitivo como es el caso de Fasciola hepatica. Asi mismo, las
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pérdidas econémicas por decomisos son menores en relacidbn a otras parasitosis,
razon por la que la industria farmacéutica no ha avocado suficientes esfuerzos
econdémicos para desarrollar y posicionar en el mercado un producto exclusivo para
su tratamiento, siendo los fasciolicidas una alternativa que hasta el momento no logra
controlar el problema en forma adecuada. Por otro lado, es bien conocido que el
disefio de nuevos farmacos implica muchos afos de investigacion y muchos millones
de pesos en inversion, lo cual limita ain mas el deseo de avocar esfuerzos para
desarrollar un farmaco con esas caracteristicas.

Ante esta situacion, una posible alternativa es la de modificar quimicamente la
estructura de algunos compuestos como el triclabendazol o el albendazol, que deriva
en sintetizar y evaluar compuestos de produccion nacional. Estas nuevas estructuras
han mostrado una eficacia altamente significativa como en el caso del compuesto
“Alfa” contra Fasciola hepatica de diversas edades en ovinos y bovinos (Rivera,
2002; Vera et al, 2004; Ibarra et al, 2004). Sin embargo, contra los paramfistomidos
se requiere contar con un farmaco que se mantenga en mayor porcentaje en el tracto
gastrointestinal tal y como sucede con los carbamatos benzimidazdlicos.

Wood et al., (1995) indican que los productos que muestren una eficacia entre
el 90-98 % son considerados como efectivos, por lo que el porcentaje de eficiencia
obtenido en este estudio es muy aceptable en las dosis mayores ensayadas.

Ademas, sefiala que los compuestos, entre 80 y 88% de eficacia se califican
como moderadamente efectivos, que fue el caso del grupo 1 tratado.

Oguz., (1971), Sahai y Prasad., (1975) en un trabajo similar aplicaron resorantel
(Terenol) a ovinos a una dosis de 65 mg/kg y obtuvieron una eficacia de entre el 80 y
99% contra estadio inmaduros, estos resultados coinciden con los obtenidos en este
estudio, pero con la reserva de que el compuesto Alfa-carbamato es un producto de
reciente creacion.

Fuentes (1987) menciona que el estbmago es una gran destructor de farmacos
y por lo tanto un cierto porcentaje del farmaco en polvo administrado pudo inactivarse

o destruirse, lo cual sugiere que el Alfa-carbamato posiblemente puede mejorar su
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eficiencia, si este es formulado en un vehiculo que mantenga al compuesto un mayor
tiempo a nivel de rumen o en la primer porcion intestinal (duodeno).

Por tal razén, la eficiencia obtenida con el Alfa-carbamato es explicable en
virtud de que hasta el momento, se desconocen factores importantes tales como el
grado de absorcion del compuesto, el cual puede influir de manera relevante para
gue los porcentajes del farmaco lleguen al rumen en concentraciones suficientes.

En lo referente al nUmero de paramfistomidos encontrados en el rumen de los
ovinos, se puede inferir que la viabilidad de las metarcercarias fue menor o que la
cantidad de metacercarias administradas en la infeccion no fue la adecuada, ademas
de que como es sabido existe una susceptibilidad individual y al tratarse de seres
Vivos, unos animales aceptan en mayor porcentaje la infeccion que otros (Horak,
1969; Ibarra, 1997)

En relacion a los analisis coproparasitoscopicos, estos fueron negativos en
todos los animales, esto puede ser debido a que los parafistomidos aunque alcanzan
la madurez a los 45 dias, de acuerdo a Boray (1959, 1985), estos liberan huevos
hasta los 56 dias.

Adicionalmente existen factores tales como el sexo, raza, edad, nutricion del
huésped, viabilidad y manejo de la metacercarias, entre otras, los cuales pueden
generar resultados variables, por lo que se reitera la posicion de continuar con otras
evaluaciones (lbarra, 1997).

En apoyo a lo anteriormente mencionado, Ibarra et al (datos no publicados),
sefialan que en un estudio preliminar en 4 ovinos criollos infectados cada uno con
250 metacercarias de Fasciola hepatica y 500 metacercarias de Paramphistomum
spp., colectaron un promedio de 50.2 Fasciolas y 20.2 Paramphistomum sp., lo cual
corresponde a un porcentaje de recuperacion de 20.0 y 4.0, respectivamente. Estos
porcentajes de recuperacion llegan a ser bajos, particularmente para
Paramphistomum sp, por lo que se recomienda realizar infecciones con mayor
ndamero de metacercarias.

De hecho, la guia de evaluacién de antihelminticos emitida por la W.A.A.V.P.

(World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology) indica que este
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tipo de estudios debe de repetirse con la finalidad de obtener mas datos que
permitan contar con mayores criterios para corroborar la informacion previamente
obtenida (Word et al, 1995).

Por nuestra parte y con base en la experiencia obtenida nos permitimos sugerir
que el estudio se lleve a cabo utilizando mayor nimero de animales, y para la
infeccidon se utilicé un mayor niumero de metacercarias, lo cual permitira que el error
estandar sea menor y los datos obtenidos sean todavia mas confiables.

Finalmente, es importante sefialar que esta es la primera evaluacién que se
lleva a cabo con esta modificacion de la estructura del compuesto fasciolicida Alfa y
aun cuando la informacién obtenida es muy preliminar, puede considerarse relevante
en virtud de que abre nuevas expectativas para continuar evaluando el Alfa
carbamato con la finalidad de determinar su real potencial como paramfistomicida.

Se concluye que bajo las condiciones en que se desarrollo el presente estudio,
el compuesto Alfa-carbamato mostré una alta eficacia contra paramfistdmidos de 45

dias de edad en ovinos infectados experimentalmente.
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