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RESUMEN

Existe una creciente necesidad de novedosos principios activos para el control de la
coccidiosis en pollos y es justificable evaluar nuevas opciones farmacologicas. Asi, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia anticoccidiana de quinfamida en pollos. En
una primer fase se determind la dosis de quinfamida con méaxima eficacia. Una dosis de 30
mg/kg de peso fue establecida. Una nueva serie de ensayos determind que el carbopol fue el
mejor para combinar con quinfamida. Utilizando esta ultima combinacion, tres diferentes
tratamientos se administraron por un periodo de 49 dias de la siguiente manera:
quinfamida; quinfamida-carbopol y decoquinato como referencia, todos preparados en
pellets y mezclados con el alimento a dosis de 30 ppm cada firmaco. Los parametros
medidos fueron: ganancia de peso, numero de ooquistes excretados por gramo de cama y el
grado de lesion intestinal. La ganancia de peso de quinfamida y quinfamida-carbopol fue
significativamente mayor para estos grupos en comparacion a los grupos control. Sin
embargo, solo el grupo quinfamida-carbopol mostro eficacia similar al decoquinato en el
conteo de ooquistes. El grado de lesion intestinal fue menos visible en el grupo quinfamida-
carbopol. Basado en estos resultados, se concluyo que la quinfamida posee baja eficacia
anticoccidiana. Aunque, ésta se incrementa cuando se prepara en pellets con carbopol. La
adhesion del carbopol a la mucosa intestinal puede intervenir en el tiempo de residencia de
quinfamida en el tracto gastrointestinal, mejorando la eficacia. Adicionalmente, la
biodisponibilidad de quinfamida fue estudiada mediante cromatografia de liquidos, basado
en un método previamente validado para humanos. Los resultados muestran que la
quinfamida no se absorbe en el tracto gastrointestinal y se elimina por heces. Aunque
aproximadamente 18% de la dosis no fue cuantificada en heces o suero. Por lo tanto, es
necesario seguir trabajando para definir si su biotransformacion es en el tracto
gastrointestinal o si hay un metabolismo de primer paso.

Palabras clave: anticoccidiano, pollos, coccidiosis, pellets, quinfamida
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Abstract

There is a growing need for novel drugs to control coccidiosis in poultry and It is justifiable
to assess new pharmacological options. Hence, the aim of this work was to evaluate the
anticoccidial efficacy of quinfamide in broilers. First phase aimed at determining the dose
of quinfamide for maximum efficacy. A dose of 30 mg/kg of body weight was established.
A further set of trials established that carbopol was the best vehicle to combine with
quinfamide. Using this latter combination, three different treatments were implemented
over a 49 day period as follows: quinfamide; quinfamide plus carbopol and decoquinate as
reference, all prepared as pellets and mixed with feed at a dose of 30 ppm of either drug.
Parameters measured were: body weight gain, number of oocysts shedding per gram of
litter and degree of intestinal gross lesions. Body weight gain was statistically greater for
quinfamide and quinfamide-carbopol groups in comparison to control groups. However,
only the quinfamide-carbopol group showed similar efficacy in the occyst counts as
compared to the decoquinate group. Intestinal lesion-scores were less conspicuous in
quinfamide-carbopol group. Based on these results, it is concluded that quinfamide
possesses a low anticoccidial efficacy. However, this is noticeably improved when it is
prepared as pellets with carbopol. The adhesion of carbopol to intestinal mucosa may
influence residence time of quinfamide in the gastrointestinal tract, thus enhancing efficacy.
Additionally, systemic bioavailability of quinfamide was studied wusing Liquid
Chromatography as analytical technique, based on a method previously validated for
humans. Results show that quinfamide is not absorbed at the gastrointestinal tract and
elimination occurs through stools. However approximately 18% of the dose was not
accounted for neither in faeces nor in serum. Hence further work is needed to define
whether or not biotransformation occurs at the gastrointestinal tract or if there is a first pass
metabolism.

Key words: anticoccidial, broilers, coccidiosis, pellets, quinfamide
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

La coccidiosis es una enfermedad de distribucion mundial que afecta a una gran
variedad de especies, entre ellas las aves (Chapman y col., 2013; Daugschies y col., 1998;
Laczay y col., 1995; Long y Jeffers, 1986; Panter y col., 2012; Quiroz y Dantan, 2015;
Tenter y col., 2002). En general, los animales jovenes son mas susceptibles a la infeccion,
mientras que las aves adultas parecen relativamente mas resistentes (Dorne y col., 2013;
Yun, 2000; Yufio y Gogorza, 2008). Su presentacion estd ligada a las practicas de manejo
en la produccion avicola moderna; esto es: alta densidad de aves, sumado a escaso material
de cama o alternativamente un inadecuado manejo de la misma (Berezin y col., 2010;
Chapman, 1993, 1984; Chapman y col., 2013; Clarke y col., 2014; Dahiya y col., 2006;
Daugschies y col., 1998; Long y Jeffers, 1986; Quiroz y Dantan, 2015).

La coccidiosis es considerada como la enfermedad de mayor impacto economico en
la produccioén avicola a nivel mundial (Hafez, 2008; Long y Jeffers, 1986; Quiroz y Dantén,
2015; Tovar, 2002; R.B. Williams, 1999). En las ultimas décadas las pérdidas econdmicas a
nivel mundial se calculan alrededor de 3 mil millones de dolares anuales; tan solo en los
E.U. se estima una pérdida de 100 a 200 millones de ddlares (Chapman y col., 2013; Quiroz
y Dantén, 2015). Cerca del 70% de ellas se deben a la presentacion subclinica, la cual se ve
reflejada como disminucién en la ganancia de peso y conversion alimenticia, el resto es por
la presentacion clinica que provoca la muerte del 6 al 10% de las aves a nivel mundial (Burt
y col.,, 2013; Chapman y Jeffers, 2014; Gussem, 2006; Quiroz y Dantan, 2015; R. B.
Williams, 1999). Para evitar estas pérdidas econdmicas a causa de la coccidiosis, la
industria avicola a nivel mundial invierte mas de 800 millones de dolares por afio para su
control y prevencion. Por ejemplo: en China, se destina un aproximado de 86.7 millones de
dolares y en E.U. cerca de 127 millones de dolares al afio en firmacos anticoccidianos
(Chapman y col., 2013; Kiani y col., 2007; R. B. Williams, 1999); por lo que, conocer las
alternativas farmacoldgicas que existen en el mercado contra la coccidiosis resulta
indispensable al momento de elegir el tratamiento adecuado para la parvada.

En los pollos la coccidiosis es causada por protozoarios del género Eimeria sp., las

de mayor impacto econémico son: E. acervulina, E. maxima, E. tenella, E. brunetti, E.



mitis, E. mivati, E. hagani, E. necatrix y E. praecox. Cada especie produce afecciones con
localizacion particular en el tracto intestinal (Chapman y col., 2013; Coombs y col., 1997;
Gussem, 2006; Hafez, 2008; Kiani y col., 2007; Long y Jeffers, 1986; Morris y Gasser,
2006; Quiroz y Dantéan, 2015; Speer, 1999; Yun, 2000).

Ademas de su impacto per se, la coccidiosis es una enfermedad que predispone a
patologias secundarias como enteritis necrdtica, colangiohepatitis y dermatitis gangrenosa
por Clostridium sp. o disbacteriosis, causando diarrea y consecuentemente una mala

absorcion a nivel intestinal (Dahiya et al., 2006).

1.2 Control
En la actualidad para el control de la coccidiosis se cuenta con varias alternativas:
1. Productos anticoccidianos (quimicos, ion6foros)
Combinaciones anticoccidiales (roxarsona-betaina, narasina-nicarbazina)
Vacunas comerciales

Seleccion genética de resistencia a la enfermedad

wok w N

Manejo y nutricién

Es importante recordar que sin una buena bioseguridad es posible que estas
alternativas no proporcionen los resultados deseados. La mayoria de los productos
anticoccidianos han estado en uso por varios afios, sin embargo, el manejo de la luz,
ventilacion, alimentacion, tiempos de retiro e incremento de animales por metro cuadrado,
son factores que han ido complicando el establecimiento de programas de control (Belli y
col., 2006; Chapman y Jeffers, 2014; Kiani y col., 2007).

Una alternativa para el control de la coccidiosis que se ha proyectado como
prometedora es la vacunacion, y esto se refleja en un aumento de la investigacion en este
rubro los ultimos afios, aunque el uso de farmacos anticoccidianos todavia es la primer
opcidn para el control de la coccidiosis, por lo que se debe de considerar que el uso de los
mismos es una herramienta clave en el control y tratamiento de esta enfermedad (Chapman
y Jeffers, 2014; Lee y col., 2013; Malo, 2013; Peek y Landman, 2011). En el pasado se
llegd a postular, que se usara solo la medicacion terapéutica cuando los signos de

coccidiosis ya eran evidentes. Sin embargo, las pérdidas eran incompatibles con la



viabilidad comercial de las parvadas, por ello emergid el concepto de medicacion
metafilactica administrando los tratamientos para evitar la apariciéon de coccidiosis (Clarke

y col., 2014; Kiani y col., 2007).

1.3 Ciclo de coccidias

Las aves se infectan al ingerir ooquistes esporulados, que por acciéon de enzimas y
secreciones gastricas asociadas a movimientos gastricos; liberan esporozoitos y estos
invaden las células de la mucosa intestinal. En el interior de las células se transforman en
trofozoitos, por reproduccion asexual forman un esquizonte o meronte I, que al madurar
libera cientos de merozoitos de primera generacion, cada uno de ellos invade un nuevo
enterocito y formaran trofozoito I, que produce esquizontes II o merozoitos de segunda
generacion. De acuerdo con la especie puede haber hasta 4 generaciones de merozoitos.
Los de la ultima generacion invaden nuevas células e inicia el ciclo sexual donde los
microgametos fecundan a los macrogametos y dan lugar a los cigotos y estos a los
ooquistes maduros no esporulados que posteriormente son excretados con las heces (Véase
Figura 1). La esporulacion se produce en la cama de la caseta (Chapman y Jeffers, 2014;
Coombs y col., 1997; McDowgal y Reid, 2003; Sumano y Ocampo, 2004; Tovar, 2002;
Yuio y Gogorza, 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida de Eimeria sp. (Basado en Yun y col. 2000).



1.4 Lesiones

En algunas especies (E. acervulina, E. mitis, E. praecox, E. mivati), los merozoitos
invaden las células epiteliales del intestino y la continua proliferaciéon de esquizontes y
gametocitos causa un gran dafio a estas células. Otras especies (E. maxima, E. tenella, E.
brunetti, E. necatrix) llevan a cabo parte de su ciclo de vida en capas mas profundas
provocando una mayor destruccion tisular (Burt y col., 2013; Yuiio y Gogorza, 2008).

A la necropsia se pueden identificar nddulos grises o blancos o bien estrias en la luz
del intestino. A nivel microscépico, alrededor de las criptas intestinales pueden observarse
infiltrados de células mononucleares y granulocitos, edema y adelgazamiento de la mucosa.
En pollos, un elevado porcentaje del infiltrado celular estd compuesto por linfocitos, los

cuales son visibles a menudo como largos agregados en criptas y lamina propia (Hafez,

2008; Tovar, 2002).

1.5 Farmacos anticoccidianos

La eficacia de los fArmacos anticoccidianos se basa en suprimir o inhibir el ciclo de
vida del parasito, al tiempo que permite a las aves el desarrollo de inmunidad (Lee y col.,
2012; Morris y col., 2004). La principal via de administracion en aves consiste en afiadir los
farmacos en el alimento o en el agua de bebida. En la actualidad se estima que se fabrican a
nivel mundial 18.3 millones de toneladas de alimento adicionado con anticoccidianos para
la industria avicola (Dahiya y col., 2006). Todas las especies de Eimeria son capaces de
desarrollar resistencia a los farmacos anticoccidianos; esto se facilita al utilizar dosis bajas
durante largos periodos, o cuando se ha administrado por varios ciclos productivos un
mismo farmaco. Por ello es recomendable rotar los principios activos (Chapman, 1984;
Tovar, 2002). Cuando se producen brotes clinicos debido al desarrollo de resistencia es
recomendable realizar una prueba de sensibilidad anticoccidiana para tener un historial que
permita responder con mas certeza en tratamientos empiricos posteriores. No obstante, la
mayoria de las veces es suficiente con cambiar el principio activo. Para evitar la aparicion
de resistencias se han propuesto dos pautas de tratamiento preventivo (McDougald y
Seibert, 1998; McDowgal y Reid, 2003; Peek y Landman, 2011):

1. Sistema “shuttle”, que propone utilizar un farmaco ionéforo o quimico durante la



etapa de iniciacion y un ion6foro diferente solo o potenciado en combinacién con un
quimico como la nicarbazina y narasina durante la etapa de crecimiento.

2. Sistema rotacional que consiste en cambiar de farmaco en cada ciclo de cria.

Los compuestos anticoccidianos se han dividido en dos grupos de acuerdo con su
naturaleza quimica y actividad bioldgica. El primer grupo corresponde al de los antibioticos
iondforos y el segundo a los denominados no iondéforos o farmacos quimicos producidos
por sintesis, con una amplia variedad estructural. Se han dividido de acuerdo con su
naturaleza quimica en derivados de triazinas, piridonas, quinolonas, alcaloides, guanidinas,
analogos de tiamina, analogos de purina, derivados de carbamida, arsenicales organicos,
benzoatos, nitrobenzamidas, nitrofuranos y sulfonamidas (Chapman, 1993, 1984; Clarke y
col., 2014; Holdsworth y col., 2004; Laczay y col., 1995; Zizek y Zidar, 2013). A pesar de
la variedad de compuestos anticoccidianos, las diversas legislaciones internacionales han
limitado el uso de los mismos, un ejemplo de esto es la Unién Europea bajo la regulacion
1831/2003/EC por medio de la cual, solo se permite el uso de 12 farmacos como aditivos
en el alimento, entre estos se encuentran los iondéforos monensina, lasalocida, salinomicina,
narasina, maduramicina y semduramicina y los quimicos robenidina, decoquinato,

nicarbazina, diclazuril, halofuginona y amprolio (Anonymus, 2003; Clarke y col., 2014).

1.6 Tiempos de retiro

Con respecto al periodo de retiro, es evidente que varia con cada uno de los
farmacos, aunque la mayoria se establece de 3 a 5 dias. En este punto es importante sefialar
que los alimentos comerciales destinados al pollo de engorda presentan farmacos
anticoccidianos en su formula y por consiguiente, deben ser cambiados por otros que estén
libres de farmacos para respetar el periodo de retiro. Los huevos producidos por gallinas
que estén recibiendo el tratamiento estan sujetos al periodo de retiro, por lo que no pueden
ser comercializados (Clarke y col., 2014; McDougald y Seibert, 1998; Moloney y col.,
2012; Mulder y col., 2005; Sumano y Ocampo, 2004). En el cuadro 1 se presentan los
tiempos de retiro de los anticoccidianos mas utilizados en pollos de engorda. La seleccion

de los farmacos por cada pais esta sujeta a intervencion regulatoria que a su vez depende de



estudios farmacocinéticos, toxicologicos, de residuos del firmaco y sus metabolitos,
Ingesta Diaria Aceptable (IDA) y Limite Maximo de Residuos (LMR) (Dorne y col., 2013;
EMEA, 1999, 1998; Hansen y col., 2009).

Cuadro 1. Tiempos de retiro de los anticoccidianos mas utilizados en pollo de engorda.

Farmaco Dias
Diclazuril 5
Toltrazuril 14-21
Diaveridina 5-7
Decoquinato 5
Halofuginona 4
Robenidina 5
Amprolio 5
Arprinocida 5
Nicarbazina 5
Roxarsona 5
Etopabato 5-7
lonéforos’ 3-5

Monensina, lasalocida, salinomicina, narasina, maduramicina y semduramicina.

1.7 Desarrollo de nuevos farmacos anticoccidianos.

Existe una creciente necesidad de principios activos novedosos para el control de la
coccidiosis en aves comerciales (Peek y Landman, 2003). Por ello, resulta justificable la
investigacion sobre el desarrollo de nuevas opciones farmacoldgicas, preferentemente con
baja tasa de resistencias e idealmente baja o nula toxicidad, tanto para la parvada como para
el ser humano a través de residuos. El costo financiero del desarrollo de un anticoccidiano
es muy elevado, porque el principio activo elegido debe someterse a una rigurosa serie de
pruebas durante su desarrollo farmacéutico. El principio activo en desarrollo debe
demostrar eficacia y seguridad, asi como demostrar que una vez utilizado en el campo, la

tasa de generacion de resistencias sea compatible con su uso rutinario (Vanparijs y col.,



1989). Adicionalmente, el nuevo fdrmaco debera pasar por las pruebas de no impacto
medio ambiental. Una fuente relativamente econémica para obtener nuevas alternativas con
efecto anticoccidiano proviene del acervo farmoquimico ya existente, con la ventaja de ser

econdmicamente mas viable y uno de estos principios activos es la quinfamida.

1.8 Quinfamida

La quinfamida [1-(dicloroacetil)-1,2,3,4-tetrahidro-6-quinolinil ester] (Véase figura
2) es un derivado dicloroacetilo del quinolinol. Tiene un PM de 354.18 daltones y es un
polvo blanco inodoro insoluble en agua y soluble en cloroformo; se metaboliza a través de
hidrolisis en su metabolito (1-(dichloroacetil)-1,2,3,4,-tetrahidro-6-quino-linol) (Morales y
col., 2000; Romero y col., 2005); ademds es muy utilizada en el tratamiento de la amebiasis
intestinal en humanos y su accién no es sistémica; por lo que se le ha ubicado solo a nivel
del lumen intestinal (Morales y col., 2000). En humanos, se considera que posee una buena
eficacia terapéutica contra amibas y es un tratamiento de dosis unica (4.3 mg/kg), se han
realizado estudios comparativos administrando dosis unicas y dosis divididas en un dia,
demostrado una eficacia similar de 77,8% a 100% contra los trofozoitos de E. histolytica.,
ademas no se han registrado efectos secundarios a la fecha; por estas caracteristicas se
diferencia del resto de medicamentos introducidos en la practica médica (Morales y col.,
2000; Romero y col., 2005). Su eficacia antiamibiana es de aproximadamente 90%, por otro
lado su absorcion es minima, con valores de Cpax (Concentracion plasmatica maxima) a las
7 h (Tmax = Tiempo necesario para lograr Cpax) v se elimina por heces en un 98% a las 48 h
y el resto por via renal. Su mecanismo de accion no es del todo conocido pero se sabe que
inmoviliza al trofozoito de Entamoeba histolytica evitando asi su propagacion (Davila y
col., 2002; Morales y col., 2000; Padilla y col., 2002, 1995).

Cl

Figura 2. Formula estructural y desarrollada de la quinfamida (Baker y col., 1982)



En veterinaria su uso es casi nulo. Por ejemplo: se ha demostrado que la
administracion oral de 0.25 mg/Kg/dia durante 3 dias elimina Entamoeba criceti del
intestino de hamsteres. No se han observado signos de toxicidad en ratones, ratas y
hamsteres a dosis de 10 g/Kg de peso, no existen indicios relacionados con toxicidad u
otros trastornos en estudios hematoldgicos, urinarios y post mortem en perros y monos
tratados con quinfamida a dosis de 500 mg/kg durante 37 dias. (Aquino y col., 2013; Davila
y col., 2002; Romero y col., 2005).

1.8.1 Antecedentes de quinfamida contra Eimeria sp.

Existe evidencia sobre el efecto anticoccidiano de la quinfamida administrada en
borregos, este estudio se llevo a cabo en el departamento de Fisiologia y Farmacologia de la
FMVZ, UNAM (Aquino y col., 2013). En ¢él, se administré quinfamida por via oral sola y
en combinacion con un mucoadhesivo (quitosan), ademds, como estandar se utilizé
toltrazuril. Como resultado, se obtuvo un 31.27% de eficacia al administrar la quinfamida
sola y hasta 76.74% cuando esta se combind con un mucoadhesivo, obteniéndose un valor
superior al obtenido por el toltrazuril el cual fue de 61.66%. En aves, es evidente que pueda
existir una ventaja notable si este resultado se reproduce; para esto se debe lograr una
combinacion exitosa de quinfamida con un vehiculo que incremente su estancia en el tubo

digestivo en una presentacion comercial de facil administracion a las parvadas.

1.9 Vehiculos mucoadhesivos

El concepto de polimeros mucoadhesivos se introdujo en la tecnologia farmacéutica
en la década de 1980 y recientemente se ha aceptado como una estrategia prometedora para
prolongar el tiempo de residencia de farmacos en las membranas de la mucosa en el cuerpo,
incluyendo el tracto gastrointestinal (Oh y col., 2015). Los vehiculos mucoadhesivos son
generalmente polimeros-macromoléculas capaces de adherirse a la superficie mucosa. La
interaccion del polimero mucoadhesivo con la membrana de absorcion proporciona el
potencial para prolongar el tiempo residual del firmaco en su forma administrada y
mantiene una liberacién sostenida del farmaco en el sitio diana. Se han propuesto

numerosos tipos de polimeros como agentes mucoadhesivos (Surassmo y col., 2015).



Resulta factible pensar que la eficacia de la quinfamida podria mejorar al
incrementar su estancia en el tubo digestivo de las aves, las cuales presentan un transito
gastrointestinal rapido (2-8 h) segun la edad (Angel y col., 2013; Sumano y Gutiérrez,
2010). Por lo anterior, se postula que la quinfamida y su combinacién con un vehiculo
mucoadhesivo adecuado pueden dar paso al desarrollo de un nuevo producto farmacéutico
con potencial para ser utilizado en la industria avicola como una alternativa terapéutica para
el control y tratamiento de la coccidiosis. Un obstaculo a vencer es la determinacion de la
dosis efectiva y la cantidad de firmaco que puede combinarse con el vehiculo de
propiedades gastro-retentivas (Jana y col., 2014; Kelessidis y col., 2011; Paker y Neau,
2009; Qi y col., 2007; Singh y col., 2014; Surassmo y col., 2015; Tzankov y col., 2013;
Wolf'y col., 2014).

1.9.1 Quitosan

El quitosdn es un polisacarido natural policatiénico derivado de la quitina, se
encuentra en las conchas de los crustaceos, la cuticula de los insectos y la pared celular de
los hongos. Las peliculas de quitosdn son biodegradables, biocompatibles, flexibles,
resistentes, fuertes y dificiles de romper, tienen valores moderados de agua y permeabilidad
al oxigeno, disminuyen la oxidacion en los alimentos y también inhiben el crecimiento
microbiano, ademas esta clasificado como excipiente “Acreditado Generalmente Seguro”
(Generally Recognized As Safe”) por la FDA debido a su nula toxicidad. (Martinez y col.,
2010; Sosnik y col., 2015). Este compuesto ha sido ampliamente utilizado en los sistemas
de administracién de farmacos para modificar la superficie de los preparados y mejorar sus
propiedades mucoadhesivas. Debido a que la estructura del quitosan tiene muchos grupos
reactivos (NH2), la focalizacion del sitio funcional ha mejorado las propiedades biologicas
de las particulas. Sin embargo, el inconveniente de la matriz del quitosan estd en su escasa
solubilidad en agua. Por lo tanto se requiere el uso de condiciones &cidas para disolver las
particulas de quitosan. Esta condicion incrementa la toxicidad de las particulas de quitosan
al ser aplicado sobre un cultivo celular en funcioén del tiempo de incubacién (Surassmo y

col., 2015).



1.9.2 Carbopol

El carbopol es el nombre comercial para una serie de polimeros cuyas cadenas estan
reticuladas con polialquenil éteres o divinil glicol acido poliacrilico biodegradable. La
naturaleza del agente de reticulacion puede variar, en longitud, peso molecular critico,
funcionalidad y rigidez dando lugar a diferentes grados que presentan una gama de
propiedades distintas. Este polimero ha demostrado utilidad como agente mucoadhesivo
exhibiendo perfiles de liberacion controlada de farmacos y bioadhesion en mucosa oral,
nasal e intestinal (Surassmo y col., 2015). Estas propiedades bioadhesivas del carbopol se
atribuyen a su capacidad para formar enlaces de hidrogeno con el polisacarido (mucina)
presente en el revestimiento de la mucosa (Qi y col., 2007). En un ambiente alcalino, los
grupos carboxilo se ionizan, y se generan cargas negativas a lo largo de la cadena principal
del polimero, la repulsion electrostatica debido a las cargas negativas ocasiona el
desenrrollamiento y posterior expansion de las moléculas, lo que conlleva a la hinchazon
del polimero y finalmente a la formacion de un gel. El farmaco se libera de la matriz de
carbopol por disolucion y posterior difusion a través de la capa de gel formada en la
superficie de la misma. El hinchamiento del polimero y la formacion de gel son
dependientes del pH (grado de ionizacion del polimero), la fuerza i6nica, y la concentracioén
de polimero en el microambiente (French y col., 1995). Se ha considerado combinar a la
quinfamida con el carbopol debido a su baja toxicidad, biodegradabilidad,

biocompatibilidad y su habilidad de adherirse a membranas mucosas.

1.10 Justificacion

Se ha determinado previamente en ovinos, que la quinfamida tiene una eficacia
anticoccidiana baja y que ésta puede mejorar al combinarse con un vehiculo de propiedades
gastro-retentivas. Por otro lado, estudios en medicina humana mostraron, que su
biodisponibilidad es muy baja. Por lo tanto, al combinar la quinfamida con un vehiculo
gastro-retentivo y en una forma farmacéutica de liberacion prolongada para la via oral, se
puede mejorar la eficacia anticoccidiana de la quinfamida en pollo de engorda.
Adicionalmente, se espera que este preparado farmacéutico tenga una minima o nula

residualidad en carne, en virtud de que la absorcién de quinfamida es muy limitada o nula.
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1.11 Hipotesis
La quinfamida presenta actividad anticoccidiana en pollos y esta puede incrementar
al combinarse con un vehiculo mucoadhesivo en un preparado farmacéutico diseniado para

administrarse en combinacion con el alimento.

1.12 Objetivo general
Evaluar la eficacia anticoccidiana de la quinfamida en pollo de engorda sola o
combinada con un vehiculo mucoadhesivo en una forma farmacéutica de liberacion

prolongada para la via oral y estimar si la quinfamida tiene absorcion sistémica.

1.13 Objetivos especificos
1. Evaluar la eficacia anticoccidiana y la dosis adecuada de quinfamida sola.
2. Evaluar la eficacia anticoccidiana de la combinacion de quinfamida con quitosan o
carbopol mediante ensayos de dosis-respuesta administrados en un preparado que
mejore su eficacia.
3. Evaluar la combinacién més adecuada de quinfamida con quitosdn o carbopol
mediante un preparado que mejore su eficacia durante un ciclo productivo.
4. Determinar las concentraciones de quinfamida en suero y heces al ser administrada

mediante un preparado que mejore su eficacia.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Modelo experimental

2.1.1 Obtencion del material biologico

Los ooquistes sin esporular se obtuvieron de aves del estado de Veracruz infectadas
con cepas de campo. Los ooquistes se esporularon al colocarlos en dicromato de potasio al
2.5% utilizando procedimientos estandarizados (Raether y col., 1995). Se homogenizé 1 L
de la suspension en un vaso de precipitados con un agitador magnético durante 15 min,
lentamente se afiadieron 350 g de NaCl manteniendo la agitacion hasta disolver el NacCl,
para eliminar las particulas mas grandes se filtro la suspension y el filtrado resultante se
centrifugd a 4500 rpm durante 5 minutos, con una pipeta se colectaron los ooquistes del
sobrenadante y se identificaron utilizando claves taxonomicas, las especies aisladas fueron
E. tenella, E. acervulina y E. maxima. Para preparar el indculo, se cuantificd el numero de
ooquistes de cada especie por mL, utilizando una camara de Fuchs-Rosenthal y un
microscopio invertido. Los ooquistes se mantuvieron en dicromato de potasio al 2.5% bajo
condiciones constantes de agitacion y oxigenacion hasta su uso. Para determinar la eficacia
anticoccidiana de quinfamida se administré una dosis de inéculo con E. acervulina 5x10°,

E. maxima 2x10y E. tenella 5x10° por ave (Holdsworth y col., 2004).

2.1.2 Eficacia anticoccidiana de quinfamida

El modelo experimental utilizado para determinar la eficacia anticoccidiana de
quinfamida sola y en combinacion con un vehiculo que modifique su estancia en el tracto
gastrointestinal (GI) se llevo a cabo de acuerdo con los lineamientos de la “Asociacién
mundial para el avance en parasitologia veterinaria para la evaluacion de la eficacia de
farmacos anticoccidianos en pollos y pavos (WAAVP)” (Holdsworth y col., 2004). Para
determinar la eficacia anticoccidiana de la quinfamida se requirieron cuatro diferentes
fases. En cada fase se evalud la eliminacion de ooquistes, ganancia de peso corporal e
integridad intestinal. Las fases fueron las siguientes:
Fase 1. Evaluacion de dosis de quinfamida

Fase 2. Evaluacion de dosis de quinfamida-quitosan

12



Fase 3. Evaluacion de dosis de quinfamida-carbopol
Fase 4. Evaluacion de la eficacia anticoccidiana de quinfamida sola y en combinacion con

carbopol durante un ciclo productivo

2.1.3 Cuantificacion de quinfamida en suero y heces

En colaboracion con el departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), se estandarizd6 un método de
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC) para la cuantificacion de quinfamida
en suero y heces, el cual fue previamente publicado en la tesis de licenciatura "Validacion
de método analitico por CLAR para cuantificacion de quinfamida en matrices biologicas",
para la obtencion del titulo de Quimica Farmacéutica Bidloga, presentado por Diana

Alejandra Flores Gonzélez (2015).

2.2 Aves y tratamientos

El alojamiento de las aves en los diferentes estudios, se realiz6 en las unidades de
aislamiento dentro del departamento de Medicina y Zootecnia de Aves de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM. Las aves utilizadas en los diferentes estudios
fueron adquiridas desde el primer dia de edad en una granja ubicada en el municipio de Los
Reyes la Paz Estado de México. Las aves recibieron alimento libre de anticoccidianos y
antibioticos antes y durante el estudio. El alimento se prepard con base en maiz y pasta de
soya, en cada caso cumplié con los requerimientos nutricionales establecidos por el NRC
de acuerdo con la edad y fin zootécnico (NRC, 1994).

En los estudios para determinar la eficacia anticoccidiana de quinfamida, se
utilizaron dos grupos control, un grupo infectado-no tratado (INT) y un grupo no infectado-
no tratado (NNT) (Holdsworth y col., 2004).

Durante la fase 1, 2, 3 y cuantificacion de quinfamida en suero y heces las aves se
alojaron en jaulas de postura de dos niveles (tres aves por jaula) con la finalidad de evitar
reinfeccion. Cada nivel tenia un comedero de canal y cada jaula un bebedero de copa. En

estas fases se utilizaron hembras de la linea Isa Brown debido a que estas aves pueden
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permanecer por mas tiempo en las jaulas sin sufrir de lesiones en patas a diferencia de las
lineas pesadas. Para la fase 4 se utilizaron hembras de la linea Cobb 500 y fueron alojadas
en corrales recubiertos con viruta de madera, cada uno con un comedero de tolva y un

bebedero de campana.

2.2.1 Preparacion de los tratamientos
Suspension de quinfamida: En el cuadro 2 se indican los ingredientes con los que se

elaboro la suspension de quinfamida administrada durante la fase 1.

Cuadro 2. Componentes de la suspension de quinfamida

Componente g/100 mL Funcién

Quinfamida 15.00 Farmaco

Propilenglicol 10.00 Cosolvente

Goma Xantana 0.80 Viscosante
Polivinilpirrolidona  5.00 Viscosante

Tween 80 0.10 Humectante

Citrato de sodio 2.00 Amortiguador de pH (7.8-8.2)
Benzoato de sodio 0.25 Conservador

FOLA (F= biodisponibilidad; O = optima y LA = larga accion): Esta es una forma
farmaceutica de liberacion sostenida, disefiada con el objetivo de incrementar la
biodisponibilidad de antibacterianos, anticoccidianos y otros farmacos en aves comericales
y cerdos. Las FOLAS fueron elaboradas como se describe en la patente MX/a/2012/013222
(Sumano y Gutiérrez, 2012). Esta forma farmacéutica se utilizo para las fases 2, 3, 4 y para
la determinacion de quinfamida en suero y heces, estas se prepararon a base de quinfamida

o decoquinato de acuerdo con cada fase.

2.2.2 Fase 1. Evaluacion de dosis de quinfamida

A los doce dias de edad, con un peso promedio de 154.5 = 3.8 g, las aves se

dividieron de manera aleatoria en cinco grupos de veinte aves cada uno. Tres de los grupos
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infectados recibieron un tratamiento de quinfamida en suspensioén por via oral, al primer
grupo se le administro una dosis de 15 mg/kg de peso vivo (Q15), al segundo una dosis de
30 mg/kg de peso vivo (Q30) y al tercero una dosis de 60 mg/kg de peso vivo (Q60).
Durante los dias 0 - 7 post- tratamiento, se pesaron a las aves individualmente para
cuantificar la ganancia de peso corporal y se obtuvo una muestra individual de heces para
realizar el conteo de ooquistes/g de heces. Al final del estudio en el dia siete post-
tratamiento se sacrificaron cuatro aves de cada grupo y se obtuvieron muestras de intestino

delgado y ciego para realizar la inspeccidon macroscopica y determinar el grado de lesion.

2.2.3 Fase 2. Evaluacion de dosis de quinfamida-quitosan

A los doce dias de edad, con un peso promedio de 141.6 £ 8.3 g, las aves se
dividieron de forma aleatoria en siete grupos de quince aves cada uno. Cinco de los grupos
infectados recibieron un tratamiento por via oral en FOLA de la siguiente manera: al primer
grupo se le administro quinfamida a dosis de 30 mg/kg de peso vivo (Q), al segundo grupo,
0.15 mg de quitosan/ave (CH), al tercer grupo una mezcla de quinfamida 30 mg/kg de peso
vivo + 1.5 mg de quitosan/ave (CHL.5), al cuarto grupo una mezcla de quinfamida a 30
mg/kg de peso vivo + 0.15 mg quitosdn/ave (CHO.15) y al quinto grupo una mezcla de
quinfamida a 30 mg/kg de peso vivo + 0.015 mg quitosan/ave (CHO0.015) (Sumano y
Gutiérrez, 2012). Se pesaron a las aves para cuantificar la ganancia de peso corporal y se
colectaron muestras individuales de heces para realizar el conteo de ooquistes/g de heces,
durante los dias 0, 7, 14 y 21 post- tratamiento. Al final del estudio en el dia 21 post-
tratamiento se sacrificaron cuatro aves de cada grupo y se obtuvieron muestras de intestino

delgado y ciego para realizar la inspeccion macroscopica.

2.2.4 Fase 3. Evaluacion de dosis de quinfamida-carbopol

A los doce dias de edad, con un peso promedio de 141.19 = 10.3 g, las aves se
dividieron de forma aleatoria en siete grupos de quince aves cada uno. Cinco de los grupos
infectados recibieron un tratamiento por via oral en FOLA de la siguiente manera: al primer

grupo se le administro quinfamida a dosis de 30 mg/kg de peso vivo (Q), al segundo grupo,
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carbopol a dosis de 30 mg/kg de peso vivo (C), al tercer grupo una mezcla de quinfamida a
dosis de 30 mg/kg de peso vivo + carbopol a dosis de 60 mg/kg de peso vivo (QC60), al
cuarto grupo una mezcla de quinfamida a 30 mg/kg de peso vivo + carbopol a dosis de 30
mg/kg de peso vivo (QC30) y al quinto grupo una mezcla de quinfamida a 30 mg/kg de
peso vivo + 15 mg/kg de peso vivo (QC15) (Sumano y Gutiérrez, 2012). Se pesaron a las
aves para cuantificar la ganancia de peso corporal y se obtuvo una muestra de heces
individualmente para realizar el conteo de ooquistes/g de heces durante los dias 0, 7, 14 y
21 post- tratamiento. Al final del estudio en el dia 21 post- tratamiento se sacrificaron
cuatro aves por cada grupo y se obtuvieron muestras de intestino delgado y ciego para

determinar el grado de lesion intestinal.

2.2.5 Fase 4. Evaluacion de la eficacia anticoccidiana de quinfamida sola y en

combinacion con carbopol durante un ciclo productivo

Para esta fase, fue necesario simular una infeccion natural para cuatro grupos. De
acuerdo con la metodologia propuesta por Mathis y colaboradores (2004), antes del estudio
se introdujeron en cada corral diez aves de catorce dias de edad inoculadas con 50,000
ooquistes esporulados de E. acervulina, 10 aves infectadas con 20,000 ooquistes
esporulados de E. maxima y 10 aves a las que se les administraron 5,000 ooquistes
esporulados de E. tenella. Catorce dias después, los pollos fueron removidos de los corrales
y las aves del experimento fueron colocadas en los mismos y expuestos a la cama infectada.

Las aves se dividieron de manera aleatoria formando cinco grupos con veinte aves
cada uno y tres repeticiones por grupo. A tres de los grupos infectados se les administraron
los tratamientos en FOLA mezclados con el alimento desde el dia 1 hasta el dia 49 (Mathis
y col.,, 2004; Sumano y Gutiérrez, 2012). Los tratamientos administrados fueron los
siguientes: 30 ppm de quinfamida (Q); 30 ppm de quinfamida en combinacién con 30 ppm
de carbopol (QC) y 30 ppm de decoquinato (D) el cual se consideré6 como estdndar. Los
dias 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49, se pesaron a las aves individualmente para cuantificar la
ganancia de peso corporal. Se obtuvieron muestras de cama en la parte delantera, media y

trasera de cada corral, estas fueron mezcladas hasta obtener una sola muestra compuesta
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por corral, con la cual se determiné la cantidad de ooquistes por gramo de cama (Long y
Rowell, 1975; Mathis y col., 2004; Morgan y col., 2005). Los dias 21, 35 y 49 se
sacrificaron 4 aves de cada grupo y se obtuvieron muestras de intestino delgado y ciego

para realizar la inspeccion macroscopica y determinar el grado de lesion.

2.2.6 Cuantificacion de quinfamida en suero y heces

Se utilizaron 10 aves de 49 dias de edad con un peso promedio de 2.49 + 0.3 kg.
Cada ave recibid una dosis unica de 30 mg/kg de peso vivo de quinfamida por via oral en
FOLA. A las 0, 4, 12 y 24 h. se colectaron muestras de sangre a través de la vena radial en
tubos sin anticoagulante, una vez formado el coagulo se centrifugaron las muestras por 10
minutos a 3000 rpm para obtener el suero, una vez separado este se congeld a -20 °C hasta
su cuantificacion mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Las
muestras de heces se colectaron individualmente en su totalidad durante 24 h, se congelaron

a -20°C y posteriormente se liofilizaron.

2.3 Procesamiento de las muestras

2.3.1 Conteo de ooquistes

Para determinar la cantidad de ooquistes/g de heces y ooquistes/g de cama, se
realizd la técnica de McMaster utilizando cdmaras de 6 campos independientes. Esta
técnica de conteo permite disminuir la variacion de tal manera que la varianza total en el
conteo de ooquistes se acerque a un minimo irreducible para un tamafio de muestra
particular y grado de agregacion.

Para relacionar la reduccidon de ooquistes excretados con la actividad anticoccidiana
de los tratamientos utilizados en la diferentes fases, se calculo el porcentaje de eficacia de

acuerdo con la siguiente formula (Abakar y col., 2005):

Promedio de ooquistes pre tratamiento — Promedio de ooquistes post tratamiento ;4

Promedio de ooquistes pre tratamiento
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2.3.2 Grado de lesion

El grado de lesion intestinal fue evaluado en duodeno, yeyuno y ciegos, debido a
que estas regiones corresponden al sitio donde se multiplica E. acervulina, E. maxima y E.
tenella respectivamente y mediante un examen visual directo se asigndé una puntuacion

numérica de acuerdo con las caracteristicas descritas en el cuadro 3 (Conway y McKenzie,

2008; Johnson y Reid, 1970).

Cuadro 3. Caracteristicas macroscopicas para determinar el grado de lesion.

Grado Clasificacion Caracteristicas

1 Lesion leve - Estrias blancas orientadas transversalmente a través del intestino

- Estas lesiones dispersas no son mas de cinco por centimetro cuadrado

2 Lesion - Incremento en el numero de estrias blancas en serosas y superficie de
moderada mucosa
- Lesiones menos dispersas

- No hay engrosamiento de la pared

3 Lesion severa - Lesiones mas numerosas y fusionadas
- Engrosamiento de la pared intestinal

- Secreciones excesivas de moco

4 Lesion - Fusion completa de las lesiones
extremadamente - Engrosamiento considerable de la pared intestinal

severa

2.3.3 Cuantificacion de quinfamida en suero y heces
Las condiciones cromatograficas y la técnica de extraccion utilizada para las

muestras bioldgicas fue desarrollada considerando la estructura quimica de quinfamida.
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El rango de la curva de calibracion fue de 0.1 - 2 ug/mL. La metodologia a seguir fue la
siguiente:
Método de extraccion para muestras de suero.

Se activaron los cartuchos C18 con 2 mL de metanol, 1 mL de estandar metandlico
(diazepam, 5 pg/ml) y 2 mL de agua deionizada. Se afiadié 1 mL de muestra y se lavo con
12 mL de agua. Se eluyo la quinfamida con 1 mL de acetonitrilo empleando un flujo de 1
mL/min. Se inyectaron 20 pL al cromatégrafo. En la figura 3 se resume el proceso
utilizado.

Método de extraccion para heces

Para el caso de heces, se empled un método de extraccion sélido-liquido, el cual
consistio en lo siguiente: A las muestras de heces liofilizadas, se les adicion6 una mezcla de
3 mL de acetonitrilo y 2 mL de metanol, se sonicaron y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 20 min. La fase organica se transfirio a un tubo eppendorf y se evaporé en un
concentrador a 60 °C. Las muestras se reconstituyeron en 1 mL de estandar metandlico
(diazepam, 5 pg/ml) y se inyectaron 20 pL al cromatografo.

En ambos casos se empled6 como fase movil una mezcla de metanol, agua y
acetonitrilo (40-50-10 v/v) y una columna cromatografica Zorbax SB-CN de 25 mm. Las
muestras se detectaron al UV a 269 nm, la sensibilidad del detector fue de 0,01 AUFS. El

analisis cromatografico se realiz6 a temperatura ambiente.
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Método de Extraccion de Quinfamida en suero

Activar cartucho C18 [ Flujo: 1 mL/min W
2 mL Metanol, 1 mL Usar vacio
estandar y 2 mL Agua

!

Afadir 1 mL de
muestra

y

Fase de lavado con 12
mL de agua deionizada

!

Elucién con 1 mL de
Acetonitrilo

y

Recolectar e inyectar
20 pL al cromatografo

Figura 3. Método de extraccion de quinfamida para muestras de suero.

2.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo mediante un Modelo Lineal Generalizado
(GLMz). La ganancia de peso corporal se vinculd con una distribucion de Gauss, el conteo
de ooquistes por gramo de heces o cama se vincul6 con una distribucion Poisson para
normalizar los datos y el grado de lesion fue vinculado a la distribucion logit por ser una
variable cualitativa. Todos los modelos se analizaron con maxima verosimilitud (Liang y
Zeger, 1986). La ganancia de peso corporal y el conteo de ooquistes por gramo de heces o
cama se compararon por el método de Bonferroni. Todas las diferencias significativas se

basaron en P < 0.05. Los analisis se realizaron con el software de IBM SPSS® Statistics 20.
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3. RESULTADOS
3.1 Eficacia anticoccidiana de quinfamida

3.1.1 Fase 1. Evaluacién de dosis de quinfamida

El peso obtenido en los grupos tratados con quinfamida 30 mg/kg (Q30) y
quinfamida 60 mg/kg (Q60) al final del estudio fueron superiores al resto de los grupos y
no presentaron diferencia significativa entre si (P > 0.05), superaron por 18 y 23 g
respectivamente al grupo tratado con quinfamida 15 mg/kg (Q15), por otra parte el grupo
control no infectado-no tratado (NNT) no present6d diferencia significativa con el grupo
anterior y el grupo control infectado-no tratado (INT) obtuvo la menor ganancia de peso al

termino del estudio (Véase cuadro 4).

Cuadro 4. Promedio de peso corporal (g) + EE* de las aves tratadas con diferentes

dosis de quinfamida.

Tratamientos®

Dias NNT INT Q15 Q30 Q60
0 153+7.5% 153+£85% 147+7.1° 158+7.9* 158 +£7.4°
1 156 +8.2% 156+ 132* 156+ 14.5° 172+12.7° 169+9.6°
2 169+6.7°  157+16.8° 166+ 11.5° 179+153° 179+ 10.3°
3 187 £10.1* 178 +21.3° 182+172%® 203+17.8° 199+ 14.2°
4 202+11.3° 190+ 18.4° 194+£23.9° 218+192° 217+16.9°
5 220+ 8.9  206+253% 2124273™ 234+21.6° 233+ 18.8°
6 240+ 13.1°  221+21.4° 227+£25.6° 254+204° 257+19.5°
7 259+ 12.5% 237+£23.7° 245+26.8° 274+22.6° 279+21.4°
GTP? 106 + 10.4  84+17.8  98+29.1 116 +19  121+17.9

**Diferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q15 = quinfamida

15 mg/kg; Q30 = quinfamida 30 mg/kg; Q60 = Quinfamida 60 mg/kg.

? Dias post- tratamiento: 12 — 19 dias de edad.

3GTP = Ganancia total de peso al final del estudio.

*EE= Error Estdndar.
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La eliminacion de ooquistes inici6 a partir del sexto dia post- tratamiento en todos
los grupos infectados sin presentar diferencia significativa (Véase cuadro 5), al séptimo dia
el conteo de ooquistes fue inferior en los grupos Q30 y Q60 y no mostraron diferencia
significativa entre ambos (P > 0.05). En el cuadro 6 se observa el porcentaje de eficacia de
las diferentes dosis de quinfamida, el grupo Q15 no mostro eficacia, en cambio los grupos
Q30 y Q60 obtuvieron un porcentaje de eficacia de 29.47 y 36.13 respectivamente. En el
cuadro 7 se muestra el grado maximo de lesion al séptimo dia post- tratamiento, el grupo
INT present6 el mayor grado de lesion en comparacion al resto de los grupos, seguido por

el grupo Q15 y por ultimo los grupos Q30 y Q60 con el menor grado de lesion.

Cuadro 5. Eficacia anticoccidiana de quinfamida basada en el promedio de ooquistes

por gramo de heces + EE*,

Dias® Tratamientos’
NNT INT Q15 Q30 Q60
0-5 0+£0% 0+0% 0+0* 0+0* 0+0*

6 0+£0° 61500+ 2300 65000 + 4200*° 67000 + 8000 59500 + 15000°
7 0+0% 109000 = 13000° 67500 £ 14000° 47250 + 6800° 38000 =+ 6900°

*® Diferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q15 = quinfamida
15 mg/kg; Q30 = quinfamida 30 mg/kg; Q60 = Quinfamida 60 mg/kg.

? Dias post- tratamiento: 12 — 19 dias de edad.

*EE= Error Estandar.

Cuadro 6. Porcentaje de eficacia de quinfamida basado en la cuantificacion de

ooquistes por gramo de heces de los diferentes tratamientos al dia 7 post- tratamiento.

Tratamientos®

Q15 Q30 Q60
Eficacia (%) 0 29.47 36.13

'Q15 = quinfamida 15 mg/kg; Q30 = quinfamida 30 mg/kg; Q60 = Quinfamida 60 mg/kg.
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Cuadro 7. Eficacia anticoccidiana de quinfamida basada en el maximo grado de lesion

intestinal al final del estudio.

Tratamientos’

NNT INT Q15 Q30 Q60
2 2

Grado de lesion? 0 4 3

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q15 = quinfamida

15 mg/kg; Q30 = quinfamida 30 mg/kg; Q60 = Quinfamida 60 mg/kg.

’Basado en una escala de 0-4.

3.1.2 Fase 2. Evaluacién de dosis de quinfamida-quitosan

El peso obtenido en todos los grupos no present6 diferencia significativa en el dia
siete post- tratamiento (P > 0.05) (Véase cuadro 8), al final del estudio en el dia veintiuno,
el grupo con mayor ganancia de peso fue el grupo CHO.15 con un peso de 565.5 + 25.9,
aunque este grupo no mostrd diferencia significativa con los grupos NNT, Q, CHL.S y

CHO0.015; el grupo con menor ganancia de peso fue el INT con 489.8 g y no mostro

diferencia significativa (P > 0.05) con el grupo CH.

Cuadro 8. Promedio de peso corporal (g) + EE* de las aves tratadas con quinfamida

sola y en combinacién con quitosan.

Tratamientos®

2
Dias NNT INT Q CH CH1.5 CHO0.15 CHO0.015
0 141.6 +13.4°  141.6+12.3* 1404+11.6° 141.6+10.9*° 142.0+13.7° 143.0+12.2° 141.6+10.4"
2713+21.6° 233.4+£257° 26844153 2642+17.4° 2703+£20.6° 259.9+ 148  253.1+159°
v
357.9+28.9"%  327.0+29.4% 375.0+19.1" 3684+19.3" 368.7+23.9® 3763+21.1° 387.8+20.8"
14
21 5455+26.6" 489.8+31.0° 555.1+22.5% 506.6+24.2% 542.5+264™  565.5+25.9° 508.5+29.2%
3
GTP 403.9 348.2 414.7 365 400.5 422.5 366.9

*“Diferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30
mg/kg; CH = quitosan 0.15 mg; CH1.5 = quinfamida 30 mg/kg + 1.5 mg de quitosan; CHO.15 = quinfamida
30 mg/kg + 0.15 mg de quitosan; CHO0.015 = quinfamida 30 mg/kg + 0.015 mg de quitosan.
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’Dias post- tratamiento: 12, 19, 26 y 33 dias de edad.
3GTP = Ganancia total de peso al final del estudio.

*EE= Error Estandar.

Al dia siete post- tratamiento el grupo CH elimind 7250 + 1265 ooquistes por gramo
de heces, con lo que obtuvo el mayor conteo de ooquistes en comparacion con el resto de
los grupos (Véase cuadro 9), los grupos con el menor conteo de ooquistes fueron los grupos
Q y CHO0.015 con 1300 + 73 y 1100 + 187 ooquistes por gramo de heces, respectivamente
sin presentar diferencia significativa entre ambos (P > 0.05). Al final del estudio en el dia
21 post- tratamiento el grupo con mayor numero de ooquistes por gramo de heces fue el
grupo INT con 18400 + 1200, seguido por el grupo CH con 14450 + 3176 ooquistes por
gramo de heces, este ultimo presentd diferencia significativa con el resto de los grupos, los
grupos con el menor conteo de ooquistes fueron CHO0.015 y Q, el primero elimin6 2250 +
539 ooquistes por gramo de heces, mientras que el segundo elimind 1850 + 235 ooquistes

por gramo de heces mostrando diferencia significativa entre ambos.

Cuadro 9. Eficacia anticoccidiana de quinfamida sola y en combinacion con quitosan

basada en el promedio de ooquistes por gramo de heces + EE*.

Tratamientos®

Dias® ~NNT INT Q CH  CHL5 CHO015 CH0015
0 0+0° 0=+0° 0=+0° 0£0° 0£0° 0£0° 0£0°
7 0+0° 2000 + 569° 1300 = 73¢ 7250 + 1265° 5400 + 981° 1800 = 238° 1100 + 187¢
14 00 22000 + 3700° 1300 + 115¢ 15050 + 2482° 1750 £ 471° 1400 + 163¢ 2250 + 341°
21 00 18400 + 1200° 1850 + 2359 14450 £ 3176 5400 = 1098° 5800 + 962° 2250 £ 539°

“TDiferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30
mg/kg; CH = quitosan 0.15 mg; CH1.5 = quinfamida 30 mg/kg + 1.5 mg de quitosan; CHO.15 = quinfamida
30 mg/kg + 0.15 mg de quitosan; CH0.015 = quinfamida 30 mg/kg + 0.015 mg de quitosan.

“Dias post- tratamiento: 12, 19, 26 y 33 dias de edad.

*EE= Error Estandar.
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Al dia 7 el grupo Q obtuvo el mayor porcentaje de eficacia con 35% vy
posteriormente se redujo a 5% en el dia 14 y finalmente 0% de eficacia para el dia 21, el
grupo CHO0.015 obtuvo valores similares 30% el dia 7 y 4.5% para el dia 14 y 0% para el
dia 21, el grupo CH tuvo un porcentaje de 0% desde el dia 7 hasta el 21 (Véase cuadro 10).
El méaximo grado de lesion intestinal fue alcanzado por los grupos INT y CH, los grupos Q,
CHL.5, CHO.15, CHO.015 obtuvieron un grado maximo de lesion de 2, el tnico grupo con

un grado de lesion cero fue el NNT (Véase cuadro 11).

Cuadro 10. Porcentaje de eficacia de quinfamida sola y en combinacion con quitosan

a partir de la cuantificacion de ooquistes por gramo de heces.

Tratamientos’

Dias Eficacia (%0)
Q CH CH1.5 CHO0.15 CHO0.015
7 35 0 5 2 30
14 5 0 0 10 4.5
21 0 0 0 0 0

'Q = quinfamida 30 mg/kg; CH = quitosan 0.15 mg; CH1.5 = quinfamida 30 mg/kg + 1.5 mg de quitosan;
CHO.15 = quinfamida 30 mg/kg + 0.15 mg de quitosan; CHO0.015 = quinfamida 30 mg/kg + 0.015 mg de
quitosan.

*Dias post- tratamiento: 19, 26 y 33 dias de edad.

Cuadro 11. Eficacia anticoccidiana de quinfamida basada en el maximo grado de

lesion intestinal al final del estudio.

Tratamientos®

NNT INT Q CH CH15 CH0.15 CHO0.015
Grado de lesion? 0 4 2 4 2 2 2

'Q = quinfamida 30 mg/kg; CH = quitosan 0.15 mg; CHI.5 = quinfamida 30 mg/kg + 1.5 mg de quitosan;
CHO.15 = quinfamida 30 mg/kg + 0.15 mg de quitosan; CH0.015 = quinfamida 30 mg/kg + 0.015 mg de
quitosan.

’Basado en una escala de 0-4.
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3.1.3 Fase 3. Evaluacion de dosis de quinfamida-carbopol

Al dia 7 el grupo QC30 obtuvo la mayor ganancia de peso mostrando diferencia
significativa con el resto de los grupos, no se presentd diferencia significativa entre los
grupos NNT, Q, QC60 y QC15, los grupos INT y C obtuvieron la menor ganancia de peso
sin presentar diferencia significativa entre ambos. Para los dias 14 y 21 el grupo con mayor
ganancia de peso fue el QC30 mostrando diferencia significativa con el resto de los grupos

(Véase cuadro 12).

Cuadro 12. Promedio de peso corporal (g) + EE* de las aves tratadas con quinfamida

sola y en combinacién con carbopol.

Tratamientos®
2

Dias NNT INT Q C QC60 QC30  QCI5
0 141.3 £2° 124.10 £ 3? 141.9 £ 2% 140.4 + 4* 140.9 + 3° 140.6 + 3° 141.1 +4°

7 2535+ 18" 2385+ 11 2535+18° 2357426 2595+16° 271.3+19* 251.5+21°
14 3575420  3269+16° 361.9+25° 3294+25° 364.4+22° 381.3+16° 358.8+24°

21 538.80 +23"  486.7+29° 541.1+39° 4933 +34° 502.8+24° 571.1+21* 500.6+38"

GTP®  397.59 344.57 399.21 352.93 361.88 430.51 359.46

" Diferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30
mg/kg; C = carbopol 30 mg/kg; QC60 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 60 mg/kg; QC30 = quinfamida 30
mg/kg + carbopol 30 mg/kg; QC15 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 15 mg/kg.

"Dias post- tratamiento: 12, 19, 26 y 33 dias de edad.

3GTP = Ganancia total de peso al final del estudio.

*EE= Error Estdndar.

Al séptimo dia, el grupo con el menor conteo de ooquistes por gramo de heces fue el
QC30, el cual no presentd diferencia significativa con el NNT, los grupos Q, QC60 y QC15
no presentaron diferencia significativa entre ellos, los grupos con el mayor conteo de
ooquistes fueron el INT y C sin mostrar diferencia significativa entre ambos. Estos

resultados fueron similares para el dia 14, para el dia 21 se increment6 la cantidad de
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ooquistes eliminados para la mayoria los grupos y no se present6 diferencia significativa
entre ellos, excepto por el NNT el cual se mantuvo en cero desde el inicio del estudio
(Véase cuadro 13). En el cuadro 14 se muestra el porcentaje de eficacia correspondiente al
conteo de ooquistes, al dia 7 el mayor porcentaje de eficacia (65%) fue obtenido por el
grupo QC30, seguido por QC60 con 45%, el menor porcentaje de eficacia fue para los
grupos Q y QCI15 con 30%. Al dia 14 los porcentajes de eficacia disminuyeron
drasticamente, a pesar de esto el grupo QC30 mantuvo el mayor porcentaje de eficacia

(15%) y para el dia 21 todos llegaron a cero.

Cuadro 13. Eficacia anticoccidiana de quinfamida sola y en combinacién con carbopol

basada el promedio de ooquistes por gramo de heces + EE*.

Tratamientos’

2
Dias” = NNT INT Q C QC60 QC30 QC15
0+0° 0+0° 0+0° 0+0° 0+0° 0+0° 0+0°
0
7 0+ 0° 2645 £ 567° 1165 +313° 2489 + 618* 1089 + 329° 330 +257¢ 1455 + 535°
14 0£0° 6678 £2776° 2217+ 1149° 6883 +£2764* 2178 +1952° 1067 + 339° 2494 + 1092°
0+0° 10550 £ 3017° 8689 +2425° 11289 +2846° 8711 +2714*  7722+3821*° 9078 + 3543
21

**Diferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30
mg/kg; C = carbopol 30 mg/kg; QC60 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 60 mg/kg; QC30 = quinfamida 30
mg/kg + carbopol 30 mg/kg; QC15 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 15 mg/kg.

"Dias post- tratamiento: 12, 19, 26 y 33 dias de edad.

*EE= Error Estandar.
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Cuadro 14. Porcentaje de eficacia de quinfamida sola y en combinacion con carbopol
a partir de la cuantificacion de ooquistes por gramo de heces.

Tratamientos’

Dias? Q C QC60 QC30 QC15
7 30 0 45 65 30
14 5 0 8 15 4.5
21 0 0 0 0 0

'Q = quinfamida 30 mg/kg; C = carbopol 30 mg/kg; QC60 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 60 mg/kg;
QC30 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 30 mg/kg; QC15 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 15 mg/kg.
*Dias post- tratamiento: 19, 26 y 33 dias de edad.

El maximo grado de lesion intestinal (4) (Véase cuadro 15) fue obtenido por los
grupos INT y C, el menor grado de lesion (cero) fue obtenido por el grupo NNT vy el resto

de los grupos obtuvieron un maximo grado de lesion de 2.

Cuadro 15. Eficacia anticoccidiana de quinfamida basada en el maximo grado de

lesion intestinal al final del estudio.

Tratamientos®

NNT INT Q C OQC60 QC30 QC15
Grado de lesion? 0 4 2 4 2 2 2

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30
mg/kg; C = carbopol 30 mg/kg; QC60 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 60 mg/kg; QC30 = quinfamida 30
mg/kg + carbopol 30 mg/kg; QC15 = quinfamida 30 mg/kg + carbopol 15 mg/kg.

“Basado en una escala de 0-4.
3.1.4 Fase 4. Evaluacion de la eficacia anticoccidiana de quinfamida sola y en
combinacion con carbopol durante un ciclo productivo

En el cuadro 16 se muestra el promedio + 1 EE (Error Estandar) del peso registrado
semanalmente desde el dia 1 hasta el dia 49. En este cuadro, diferentes literales muestran

diferencia significativa (P < 0.05). En este caso, la diferencia entre los grupos se muestra a
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partir del dia 14 y esta se mantiene hasta el final del estudio (dia 49). La ganancia de peso
de los grupos Q y QC fue superior a la obtenida por el grupo D y INT. No se presentd
diferencia estadisticamente significativa entre el peso de los grupos QC y NNT y entre los
grupos NNT y D. Al final del estudio los grupos Q y QC obtuvieron una ganancia de peso
superior al grupo D por 187 gy 254 g respectivamente.

En cuanto a la eliminacion de ooquistes por gramo de cama no hubo diferencia
significativa entre los grupos para el dia 7 post tratamiento. Sin embargo, a partir del dia 14
al 49, el grupo QC mostrd una disminucion significativa en la eliminacion de ooquistes
comparado con el grupo INT y desde el dia 21 con el grupo Q. Este ultimo grupo elimind
mas ooquistes por gramo de cama que los grupos QC y D desde el dia 21 hasta el dia 49.
Los pollos de los grupos QC o D no mostraron diferencia estadisticamente significativa
entre ellos desde el dia 14 hasta el final del estudio. Los pollos del grupo INT excretaron

una mayor cantidad de ooquistes por gramo de cama que el grupo Q (Véase cuadro 17).

Cuadro 16. Promedio de peso corporal (g) + EE? de las aves en los diferentes

tratamientos.

Tratamientos’

Dia NNT INT Q QC D
1 42 £3.4° 41+3.5° 41+£3.6° 42+3.7° 42+£3.8°
7 240+0.7®  247+20%  237+1.7% 247+1.6° 242+24%
14  355+13.6%  356+2.6° 377+26° 391+26° 344+3.6°
21 713+5.6° 709 +4.4%  756+28° 720+2.6° 694+ 14.8°
28 1058+ 18.46° 1083 +25.7" 1164+3.5° 1161+3.0° 1076+ 16.7°
35  1683+£23% 1613+20.5° 1684+3.8% 1730+£4.1° 1657 +23.0%
42 2147+47%  1907+24.8° 2078+33° 2120+4.9¢ 1969+22.6"
49 2556+48.6° 2216+30.5° 2482+3.3% 2550+4.9¢ 2296+21.9°

*® Diferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30

ppm; QC = quinfamida 30ppm con carbopol y D = decoquinato 30ppm.

EE= Error Estandar.
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Cuadro 17. Eficacia anticoccidiana de los diferentes tratamientos basada en el

promedio de ooquistes por gramo de cama + EE?.

Tratamientos®

Dia  NNT INT Q QC D

7 0? 1000 £ 108 ™ 1250 £23 © 1300 £ 184" 850 +23°
14 0? 5250 £209° 1000+ 70 € 800 +23°¢ 1000 £ 47 ©
21 0? 4750 + 348 ° 6000 +216° 1300 £47 ¢ 1150 + 143 ¢
28 0? 11000 + 623 ° 9500 + 209 ° 1500 + 47 © 2000 + 187 ¢
35 0? 15500 £ 418° 8000 + 294 ¢ 1100 +£47°¢ 1200 + 108 ©
42 0* 16000 + 707° 8500+ 117¢ 750 £ 84 ¢ 600 + 81 °
49 0? 15500 + 294 ° 7750 + 204 ¢ 400 £ 62° 150 £23°¢

4 Diferentes literales en cada linea indican diferencia significativa (P < 0.05).

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30
ppm; QC = quinfamida 30ppm con carbopol y D = decoquinato 30ppm.

EE= Error Estandar.

En el cuadro 18 se muestra la eficacia anticoccidiana en los diferentes grupos
tratados. La mayor eficacia (99.03%) fue obtenida por el grupo D en el dia 49. La mayor
eficacia obtenida por el grupo Q fue de 80.95% en el dia 14 y disminuy6 a 50% para el dia
49, para el grupo QC a los 14 dias fue de 84.76, y posteriormente, se incrementd hasta
97.42% en el dia 49. En cuanto al grado de lesion, en el grupo D no se observo
engrosamiento de las paredes cecales ni estrechamiento cecal, sin embargo, las paredes en
yeyuno se mostraron eritematosas y con hemorragias petequiales. En el grupo Q, las
lesiones mas frecuentes en intestino alcanzaron una puntuacion maxima de dos, sin
embargo, se presento engrosamiento de las paredes del ciego, ademds de presencia de moco
en las paredes intestinales. El grupo control INT mostr6 la mayor parte de las lesiones en la
region cecal, donde se presento engrosamiento de las paredes y reduccion del lumen en
comparacion a los animales NNT. El ciego de las aves NNT se encontraba dilatado con
heces blandas y pastosas. Como era de esperar, las aves del grupo NNT no mostraron

lesiones macroscopicas (Véase cuadro 19).
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Cuadro 18. Porcentaje de eficacia de en los diferentes tratamientos a partir del conteo

de ooquistes por gramo de cama.

Tratamientos’

Dia Q Qc P
7 -25.00 -30.00 15.00
14 80.95 84.76 80.95
21 -26.32 72.63 75.79
28 13.64 86.36 81.82
35 48.39 92.90 92.26
42 46.88 95.31 96.25
49 50.00 97.42 99.03

'Q = quinfamida 30 ppm; QC = quinfamida 30ppm con carbopol y D = decoquinato 30ppm.

Cuadro 19. Eficacia anticoccidiana en los diferentes tratamientos basada en el

méaximo grado de lesién por regién intestinal® y por dia.

Tratamientos® Dia 21 Dia 35 Dia 49

Duo Yey Cie Duo Yey Cie Duo Yey Cie

NNT 0 0 0 0 0 0 0 0 0
INT 1 0 1 2 2 2 1 1 3
Q 1 0 1 1 2 2 1 1 2
QC 0 1 1 0 0 0 1 1 1
D 0 0 1 0 1 1 0 0 1

'NNT = grupo control no infectado-no tratado; INT = grupo control infectado-no tratado; Q = quinfamida 30
ppm; QC = quinfamida 30ppm con carbopol y D = decoquinato 30ppm.
?El grado de lesién estd basado en una escala de 0-4. Duo= duodeno (E. Acervulina); Yey = yeyuno (E.

maxima) y Cie = ciegos (E. tenella).
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3.2 Cuantificacion de quinfamida en suero y heces

En la figura 4 se muestra el ejemplo de un cromatograma resultante de la medicion
de quinfamida adicionada a suero de pollo (2.0 pug/mL). Se detectdé en un tiempo de
retencion de 7.5 min y con una altura de 13475 mAU (Unidades de Absorbancia), esta
muestra fue parte de la curva de calibracion, en esta se detecta la presencia de quinfamida y
su tiempo de retencion. Por el contrario, en los diferentes tiempos de muestreo de las aves
no se detectd quinfamida en suero y los cromatogramas obtenidos en todas las aves y en
todos los tiempos de muestreo fueron tal como el ejemplo que se presenta en la figura 5 y
debido a que no se detectd ningun compuesto a los 7.5 minutos se considerd que la
quinfamida no estaba presente en suero. En todos los cromatogramas de suero, el diazepam

se encuentra en un tiempo de retencion de 6.2 minutos.
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Figura 4. Ejemplo de cromatograma resultante de la medicion de quinfamida adicionada a suero de pollo (2.0
pg/mL). Se detectd en un tiempo de retencion de 7.5 min y con una altura de 13475 mAU (Unidades de
Absorbancia). Esta muestra fue utilizada como parte de la curva de calibracion de quinfamida y para
determinar su tiempo de retencion. Se utilizé diazepam como estandar interno y se encontr6 en un tiempo de

retencion de 6.2 min.

32



—_—d

| 3
: -
i ©
] ) 4 ‘i§
{ p3 - =
| & &Y |
: 2 & “e |
{ o R |
1 wn [ |
A 1 [
[ e x -
Tty e y—y T e s g T = > T T T
0 2 4 6 8 10

Figura 5. Ejemplo de cromatograma obtenido de suero de las aves tratadas con quinfamida en los diferentes
tiempos de muestreo. No se detect6 el compuesto a los 7.5 min, por lo que se considerd que la quinfamida no
estaba presente en el suero. Se utilizd diazepam como estandar interno y se encontré en un tiempo de

retencion de 6.2 min.

En la figura 6 se muestra el ejemplo de un cromatograma obtenido de una muestra
de heces recolectada por 24 h de un ave tratada con quinfamida, esta se detectd6 en un
tiempo de retencion de 7.6 min y con una altura de 348459 mAU (Unidades de
Absorbancia). La cuantificacion se llevo a cabo al comparar las alturas de las detecciones
con una curva de calibracion. Se recuper6 un promedio de quinfamida de 3.76 = 0.59 pg/
10 mg heces durante 24 h, el promedio de muestra de heces recolectada durante 24 h fue de
145 + 8.32 g, lo que representd una eliminacion de 54.52 + 3.16 mg (72.9 % de la dosis
total) de quinfamida en heces durante las primeras 24 horas post- tratamiento por ave. El

diazepam se encontr6 en un tiempo de retencion de 6.1 min.
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Figura 6. Ejemplo de un cromatograma obtenido de una muestra de heces recolectada por 24 h de un ave
tratada con quinfamida, esta se detectd en un tiempo de retencion de 7.6 minutos y con una altura de 348459
mAU (Unidades de Absorbancia). La cuantificacion se llevo a cabo al comparar las alturas de las detecciones
con una curva de calibracion. Se utilizd diazepam como estandar interno y se encontr6 en un tiempo de

retencion de 6.1 min.
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4. DISCUSION

La WAAVP ha establecido una serie de lineamientos para ayudar en el disefio,
implementacién e interpretacion de estudios para la evaluacion de la eficacia de los
farmacos contra especies de Eimeria en pollos y pavos. Para el desarrollo de estos
lineamientos se tomaron en cuenta los requisitos reglamentarios para la generacion de datos
de eficacia de los medicamentos anticoccidianos en pollos y pavos de diversas naciones,
incluyendo la EMA' (European Medicines Agency) de la Unién Europea, la FDA? (Food
and Drug Administration) de los Estados Unidos, la Autoridad Veterinaria de
Medicamentos y Pesticidas de Australia® y la NZFSA (Nueva Zelanda Food Standards
Authority)*. La informacion proporcionada en esta guia se ocupa de los aspectos necesarios
para llevar a cabo estudios controlados en jaulas en bateria (determinacion de la dosis),
corrales de piso (confirmacion dosis), en instalaciones comerciales (estudios de efectividad
de campo), la seleccion de las aves, el alojamiento, la alimentacion, la preparacion del
alimento, técnicas de diagnodstico y los métodos para la preparacion, mantenimiento y uso
de los parasitos. Estas directrices también tienen como objetivo ayudar a los investigadores
en la realizacién de estudios especificos, ayudar en la aprobacioén y registro de nuevos
farmacos anticoccidianos y facilitar la estandarizacion de procesos a nivel internacional
(Fei y col., 2013; Holdsworth y col., 2004). De esta forma, haber seguido las indicaciones
anteriores respalda la validez de esta investigacion, en la cual se evalua por primera vez el
uso de la quinfamida contra diferentes especies de Eimeria en aves. Ademas de evaluar la
eficacia anticoccidiana de quinfamida, se evalud si esta eficacia podria mejorar al
administrarse en combinacidn con quitosan o carbopol, como vehiculos gastro-retentivos en
un preparado de patente UNAM denominado FOLA.

La lista de compuestos gastro-retentivos es extensa, algunos ejemplos de estos son:
carboximetilcelulosa sodica, alginato de calcio, goma xantana, carbopol y quitosan. Este
ensayo se limito al uso de quitosan y carbopol; ya que existe evidencia del incremento de la

actividad anticoccidiana de quinfamida cuando se administra en combinacion con el

Lhttp://www.ema.europa.eu/ema/

2 http://www.fda.gov/

3 http://www.apvma.gov.au/guidelines/vetguidelines.shtmL

4 http://www.nzfsa.govt.nz/acvm/publications/standards-guidelines
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quitosan, razon por la cual fue elegido para este ensayo (Aquino y col., 2013). En cuanto al
carbopol, éste se utilizd debido a su bajo costo en comparacion a otros compuestos gastro-
retentivos con caracteristicas similares.

Usualmente, antes de administrar una nueva forma farmacéutica se realizan estudios
de difusién como la cdmara de Franz, estabilidad y disolucion con el fin de tener una
mayor certeza cuando el preparado se administre en la especie diana. Sin embargo, estas
metodologias son de dificil extrapolacion a la fisiologia del pollo, debido a que los
compartimentos en los que se encuentra dividido el tubo gastrointestinal de las aves, tienen
caracteristicas diferentes de pH y la velocidad del transito GI varia de 2 a 8 h dependiendo
de la edad del ave (Angel y col., 2013). Esta dificultad técnica estimulo a realizar una
prueba in Vvivo con el principio activo en cuestion para determinar la dosis maxima eficaz y
su combinacidén con un compuesto gastro-retentivo.

En este estudio se demostré que la actividad anticoccidiana de la quinfamida es
similar al administrar 60 mg/kg o 30 mg/kg, por lo que se eligié administrar una dosis 30
mg/kg para las fases en las que se combinaria con quitosdn o carbopol. En la primera fase
se administré el tratamiento en suspension, sin embargo, esta presentacion no es
conveniente para la administracion en grandes poblaciones y es por esta razon que en las
siguientes fases los tratamientos se administraron en presentacion FOLA debido a que esta
forma farmacéutica fue desarrollada para poder mezclarse en el alimento y administrarse en
grandes poblaciones. La eficacia de quinfamida sola a dosis de 30 mg/kg, fue similar
durante las diferentes fases, de esta forma se corrobord lo obtenido al evaluar la dosis
Optima, pero cuando se administré en combinacién con quitosdn o carbopol, su eficacia se
modificd dependiendo del vehiculo mucoadhesivo y la dosis en la que se combin6 con la
quinfamida ya sea de forma positiva o negativa. Contrario a lo que se esperaba, al combinar
la quinfamida con el quitosdn la actividad anticoccidiana no se ve incrementada,
posiblemente se debe a que la degradacion del quitosan en las aves se lleva a lo largo del
intestino (67 — 98%) y de esta forma la liberacion de la quinfamida es irregular en los
diferentes segmentos del tubo gastrointestinal, a diferencia de los borregos en los cuales el
quitosan es degradado en el rumen por bacterias ruminales y de esta forma la quinfamida es

liberada al TGI, en una seccion previa a la que se localizan las coccidias y la oportunidad
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de entrar en contacto con éstas y ejercer su efecto es mayor (Dash y col., 2011; Senel y
McClure, 2004; Yoshino y col., 1991).

En las diferentes fases del estudio la quinfamida mostré una actividad
anticoccidiana limitada, cuando se combind con una dosis de 30 mg/kg de carbopol su
actividad se increment6 de forma significativa, por lo cual esta combinacion resulta eficaz
para ser utilizada en aves a diferencia de la combinacion quinfamida-quitosan. Este efecto
puede ocurrir debido a las propiedades mucoadhesivas de este vehiculo, el cual retarda el
tiempo de transito gastrointestinal de la quinfamida, y de este modo se mantiene un
contacto prolongado de quinfamida con las diferentes especies de Eimeria sp. (Surassmo y
col., 2015).

Al administrar la quinfamida con el alimento durante un ciclo productivo, se
present6 una eficacia limitada y esta mejor6 notablemente cuando se combin6 con carbopol
y al final se obtuvo una eficacia similar a la obtenida por el decoquinato. Por otra parte la
ganancia de peso obtenida en los grupos tratados con quinfamida sola y en combinacion
con carbopol fue superior significativamente a la obtenida por el decoquinato, una
caracteristica de gran valor para la industria avicola. A pesar de los resultados anteriores,
¢éstos no corresponden con el grado de lesion obtenido en los diferentes grupos, en este caso
el grupo con menor grado de lesion fue el tratado con decoquinato, sin embargo el grado de
lesion y la actividad anticoccidiana no siempre se encuentran correlacionados y es por esa
razén que se requiere determinar diferentes pardmetros para evaluar la eficacia
anticoccidiana de un nuevo farmaco (Holdsworth y col., 2004).

Los resultados de este estudio demostraron la actividad anticoccidiana de la
quinfamida en aves y una mejora de la actividad al combinarse con carbopol. Por lo cual,
este estudio es un referente para el inicio de la investigacion de la quinfamida como agente
anticoccidiano en aves y en caso de poder reproducir estos resultados en grandes
poblaciones, podria convertirse en una nueva alternativa para el control de la coccidiosis en
la industria avicola.

El modelo de infeccion utilizado en la fase final de este estudio para Eimeria sp. fue
el reportado por Mathis y col. (2004), con el fin de simular una infeccion natural en los

pollos. La administracion continta de quinfamida, mezclada con el alimento del dia uno al
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dia 49, también simula la forma en la que la mayoria de los farmacos anticoccidianos se
administran en la industria avicola. Sin embargo, una relacion dosis respuesta en virtud de
diversos entornos comerciales y las diferentes especies de Eimeria sp. son necesarios para
optimizar el esquema de dosificacion de esta molécula, asi como la combinacidén con otros
vehiculos que pudieran mejorar su actividad anticoccidiana.

Una de la motivaciones para estudiar a la quinfamida en pollos fue que, dados los
antecedentes es poco probable que se absorbiera debido a las caracteristicas de la
quinfamida y del TGI de las aves (Angel y col., 2013; Morales y col., 2000; Padilla y col.,
2002). Se realizaron ensayos de biodisponibilidad a través de cromatografia de liquidos,
debido a que esta técnica para la determinacion de quinfamida y su metabolito en plasma,
orina y heces ya habia sido desarrollada para humanos, en el Departamento de Farmacia de
la Facultad de quimica de la UNAM. Este método se valid6 previamente de acuerdo con
los procedimientos y criterios de aceptacion basados en los lineamientos de la USP XXIII
(Morales y col., 2000; USP, 1994). Debido a que ya se contaba con un método valido para
la cuantificacion de quinfamida, no se requirié desarrollar un nuevo método para su
cuantificacién, lo que representd un ahorro en recursos y tiempo. El andlisis de los
resultados indicaron una absorcion minima o nula, debido a la ausencia de quinfamida en
suero en los diferentes tiempos de muestreo y una recuperacion en heces a las 24 h de 72%,
lo que corresponde con los resultados reportados en humanos, demostrando la baja
biodisponibilidad de quinfamida y al igual que con Entamoeba histolytica su accion contra
Eimeria sp. podria ser a nivel luminal (Aquino y col., 2013; Morales y col., 2000). Si bien
es cierto que no se encontrd6 quinfamida en suero, faltaria determinar si existen
concentraciones de su metabolito en suero, por lo que ain no se puede asegurar que su

absorcion es nula.

Otros aspectos sobre la quinfamida por ser determinados para considerarse como un
farmaco que pudiera ser comercializado para su uso en la industria avicola incluyen:
estudios de toxicidad en aves, perfil residual y mecanismo de accion, aunque este ultimo no
ha sido determinado en todos los farmacos anticoccidianos que se encuentran en el mercado

(Conway y McKenzie, 2008; Peek y Landman, 2011).
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5. CONCLUSIONES

En este estudio se comprobo la actividad anticoccidiana de quinfamida asi como su dosis
optima al administrarse en presentacion FOLA. Por otra parte se determin6 la combinacion
adecuada de carbopol como compuesto gastro-retentivo, el cual es indispensable para la
elaboracion de esta forma farmacéutica. Ademas la combinacion de quinfamida carbopol en
presentacion FOLA result6 exitosa al administrarse durante un ciclo productivo, mostrando
que la eficacia anticoccidiana de quinfamida puede incrementarse cuando se combina con
el vehiculo gastro-retentivo adecuado. Por ultimo, se demostré que la absorcion de
quinfamida es casi nula y que la mayor parte es eliminada en heces en las primeras 24 h,
por lo que su residualidad es minima, sin embargo para asegurar este ultimo punto se

requiere determinar la presencia o ausencia de su metabolito en sangre.
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