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RESUMEN

GUZMAN NOGUEZ ALDO GUSTAVO. “Comparacion de la eficacia fasciolicida del
compuesto alfa-inyectable vs closantel-inyectable en bovinos infectados en forma
natural”’. (Bajo la direccion de: Dr. Froylan lbarra Velarde y Dra. Yolanda Vera
Montenegro).

El objetivo del estudio fue comparar la eficacia Fasciolicida entre el profarmaco del
compuesto Alfa presentacion inyectable y un producto comercial closantel
(Closantil® - Chinoin) inyectable, a través del porcentaje de reduccién de huevos
de Fasciola hepatica en bovinos infectados en forma natural. Se utilizaron 18
bovinos, de sexo indistinto entre 1 y 3 afios de edad, diagnosticados positivos a la
infeccion en forma natural por Fasciola hepatica por la prueba de sedimentacion.
Seguidamente los bovinos se dividieron en 3 grupos de 6 individuos para realizar
el tratamiento. El grupo 1 recibié el profarmaco del compuesto alfa-inyectable a
una dosis de 6 mg/Kg via intramuscular. El grupo 2 recibi6 closantel a una dosis
de 10 mg/Kg via subcutanea. El grupo 3 fungié como testigo sin tratamiento. Se
analizaron las heces de los bovinos en estudio en los dias 0, 7, 14, 21 y 28
postratamiento utilizando la prueba de sedimentacion. La eficacia fue medida
como porcentaje de reduccion de huevos de F hepatica con relacién al grupo
testigo sin tratamiento. Los resultados obtenidos mostraron un porcentaje de
reduccion de huevos del trematodo para el compuesto alfa inyectable de 88.2%,
87.3%, 90.7% y 88.5% para los dias 7, 14, 21 y 28 respectivamente y para
closantel de 93.2%, 95.8%, 95.6% y 89.4%, respectivamente. Al final del estudio
se incubaron los huevos remanentes tanto del grupo testigo como de los tratados,
para conocer el porcentaje de eclosion el cual en el caso del compuesto alfa
disminuy6 de forma significativa con relacién al testigo sin tratamiento. Se
concluye que el profarmaco del compuesto alfa inyectable mostré una eficacia
similar al compuesto de referencia (closantel), observando al final del estudio la
aparicion de algunos huevos de Fasciola posiblemente debida a Fasciolas
juveniles que al final del estudio alcanzaron madurez y empezaron a producir
huevos, razon por la que la eficacia valorada en porcentaje de reduccion de

huevos fue ligeramente menor a lo esperado.
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II. INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad zoonotica parasitaria, distribuida mundialmente
e importante del ganado, la cual se debe a la presencia y accidon en conductos
biliares y vesicula biliar del trematodo Fasciola hepatica. Produce principalmente
inflamacion en el higado y conductos biliares de gran cantidad de animales
herbivoros (ovinos, bovinos, caprinos equinos, conejos, venados, elefante,
canguro, castor), ocasionalmente el hombre y otros animales silvestres. En
general es un proceso cronico que produce trastornos digestivos y de la nutricion.
(Bowman, 2011; Ibarra, 2011; Quiroz, 2016).

Esta trematodosis es considerada como la enfermedad hepatica parasitaria mas
importante de los rumiantes, la cual afecta también al ser humano (Vera et al,
2011).

Importancia econOmica.- Su importancia radica en cuantiosas pérdidas
econémicas que genera a la ganaderia nacional y mundial (Taylor et al, 2016).

En México esta parasitosis se ha diagnosticado en 29 estados y su control se
realiza principalmente a través de productos fasciolicidas los cuales debido a
sobredosificacion y/o uso inadecuado estan generando problemas de resistencia
antinelmintica en diversas partes del mundo (Alvarez et al, 2009).

Datos estimados en nuestro pais muestran que de 36 millones de bovinos, la
mitad estan expuestos a la infeccidn por Fasciola sp, debido a que el ganado se
encuentra localizado en zonas tropicales, subtropicales y templadas. Sin embargo,
estudios epidemiolégicos muestran que alrededor de 5 millones estan realmente
infectados; y si se estima que un animal fascioloso pierde en su vida productiva

aproximadamente 30 kg. de carne a un costo de $150.00 por kilo, se obtiene una
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pérdida global aproximada de $ 22,500,000.00 (lbarra, 2018 comunicacion
personal).

Por otro lado, si se estima el costo por pérdida del higado decomisado a razon de
$30.00/kg multiplicado por 5 kg promedio de cada higado y a su vez considerando
los 5 millones de bovinos afectados, se genera una pérdida global de $750,000.00
adicionales (lbarra, 2018 comunicacion personal).

Ademas se ha estimado que mas de 300 millones de bovinos y 250 millones de
ovinos del mundo pastorean en areas donde F. hepatica estd presente,

produciendo pérdidas anuales de mas de U$S 3 billones (Olaechea, 2004).

Antecedentes historicos
Aun cuando es muy posible que Fasciola hepatica haya sido conocida desde la
antiguedad por diversas culturas, no existe de ese periodo ninguna referencia
escrita o testimonio al respecto, asi diversos autores estan de acuerdo en que la
primera referencia escrita relativa a
este organismo se debe a Jean de
Brie en 1379, quien por encargo de

Carlos V de Francia, escribi6 un

tratado sobre la produccion de lana,

) ) Fig. 3. Sheep liver worm (Fasciela hepatica) and
y en el hizo referencia tanto del deer head worm (Cephenomyia rufibarbis), Redi
1668:190: 1909:116

organismo como de la enfermedad
misma, refiriéndose a ella como mal del higado. Posteriormente Sir Anthony

Fitsherberit en 1523 dio la primera descripcion en un libro titulado “Nuevo tratado



de maxima utilidad para todos los labradores”. La primera figura o dibujo de la
duela del higado aparece en 1668 en una publicacién de Francesco Redi.

La primera publicacion cientifica se realizd6 en 1737 por el Aleman Jean
Swammerdam sobre los estadios de las formas inmaduras de Fasciola hepatica ya
gue encontré cercarias en un caracol al realizar una diseccion.

Posteriormente, Miuller en 1773 (citado por Flores, 1986) al observar al
microscopio el agua de los charcos, observo, estudio y escribié sobre el hallazgo
de organismos microscopicos del tipo de los renacuajos, dandoles el nombre

genérico de cercarias.
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Esta enfermedad llegd conjuntamente con los bovinos y ovinos al continente
americano con la conquista espafola, quienes al apoderarse de las nuevas tierras,
los importaron de Europa, contaminados ya por Fasciola, e inadvertidamente
transportaron también caracoles del genero Lymnaea truncatula (Carrada-Bravo,

2007; lbarra, 2011).



Sinonimias

A la fasciolosis se le conoce popularmente como: Distomatosis hepatica, Palomilla
o Conchuela del higado picado, Higado podrido, Mal de botella, Saguaypé (en
lengua guarani gusano chato o plano), Gusano del higado, duela de Higado,
Corrocho, Chonchaco (Peru). (Olaechea, 2004; Ibarra, 2011; Quiroz, 2016).
Morfologia

El parasito adulto mide de 18 a 50 por 4 a 14 mm; el cuerpo es aplanado
dorsoventralmente de forma folidcea, ancha anteriormente formando un cono
posterior. Su cuerpo esta cubierto por pequefas espinas; posee una ventosa oral
en el extremo superior, otra, la ventral a la altura de lo que podria llamarse
“hombros” (Quiroz, 2016).

El trematodo es hermafrodita, los 6rganos internos que conforman el aparato
digestivo y reproductor los cuales son muy ramificados, los dos testiculos ocupan
la parte media corporal cuenta con un ovario y el Gtero se localiza anteriormente a
los testiculos (Vera, 2011).

Los huevos miden de 130 a 150 por 63 a 90 micras, posee un opérculo; su
cascara es relativamente delgada, esta tefiida por pigmentos biliares de tonos
amarillentos en su interior, donde entre numerosas células vitelinas yace el cigoto
de color claro y de posicion central (Bowman, 2011; Quiroz, 2016).

Ciclo bioldgico

Para completar su ciclo biol6gico Fasciola hepatica necesita dos huéspedes, uno
intermediario (caracol) y otro definitivo (mamifero). En ambos, la poblacion del
parasito aumenta en gran escala, dentro del intermediario por la produccion de

cercarias y dentro del definitivo por la postura de huevos. El ciclo completo dura
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alrededor de 5 meses, dependiendo de las condiciones climaticas (Olaechea,
2004).

El huésped intermediario es un caracol del género Lymnaea este molusco es
anfibio y vive en aguas estancadas y poco profundas. Las temperaturas menores
a 10°C, inhibe la actividad del caracol (Olaechea, 2004).

En México puede ser L bulimoides, L. cubensis, L. humilis, ademas de Fossaria
humilis como lo menciona Cruz et al., 2002; en Centro y Sudamérica, L. diaphena,
L. truncatula y L. columella (Ibarra, 2011, Quiroz, 2016).

La Fasciola adulta vive en los canaliculos biliares del huésped definitivo, cada
una de ellas produce por dia alrededor de 20,000 huevos, estos a través de la
bilis, llegan al intestino y son eliminados con la materia fecal.

En el exterior para su desarrollo los huevos necesitan de un medio hidrico
(charcos, potreros inundables, canales de curso lento, etc.) y temperaturas que
oscilan entre los 26° C que eclosionan en 9 dias, pero a 10°C no se desarrollan,
sin embargo, permanecen viables (Carrada-Bravo, 2007).

El miracidio (no puede vivir mas de 24 horas en vida libre) es el resultado del
desarrollo y la eclosion del huevo es un organismo ciliado que mide 150 por 40
micras, posee dos manchas oculares en forma de “X”, (que lo atraen hacia la
superficie del agua), tiene una glandula y espolon cefalico (que lo ayudan a buscar
y penetrar al caracol por la cavidad respiratoria o a través del tegumento del pie);
al penetrar pierde su cubierta de cilios, se vuelve esférico, y sufre una serie de
transformaciones llamadas esporoquiste ubicado en la glandula digestiva, que
forman de 5 a 10 redias en el hepatopancreas y a su vez forman mas de 50

cercarias; después de 6 a 8 semanas las cercarias abandonan a las redias a
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través de su abertura tocoldgica y al caracol por su aparato respiratorio (Vera et al,
2011 Quiroz, 2016).

Las cercarias liberadas (miden de 260 a 320 por 200 a 240 micras, sin considerar
la cola propulsora que mide 500 micras de longitud), nadan activamente y se
adhieren a la superficie de plantas y objetos que se encuentran. Estas fases se
enquistan tomando el nombre de metacercaria. (es importante sefalar que la
metacercaria es la forma infectante) (Quiroz, 2016).

La infeccidn del huésped definitivo se realiza por medio de la ingestion de
alimentos como forraje verde y agua contaminados con metacercarias.

En el intestino se disuelve la membrana quistica externa y queda libre el
trematodo joven o adolescaria que mide 250 micras; este penetra activamente a
través de la pared del intestino, alcanzando la cavidad peritoneal en
aproximadamente 2 a 28 horas, permanece ahi de tres a quince dias; después
avanza por el peritoneo, llega a la capsula de Glisson la cual penetra, y de 4 a 6
dias después llega al parénquima hepatico donde migra de 6 a 8 semanas, para
finalmente asentarse en un conducto biliar y alcanza su estadio adulto. Una vez
gue los huevos son producidos inicia un nuevo ciclo evolutivo.

La vida del parasito en los conductos biliares de bovino es mas o menos de un
afio, hay casos en que llega a vivir 6 o mas afos. Cuando se encuentran
ejemplares de Fasciola adultas en la cavidad peritoneal, en el Utero de vacas, o0 en
el pulmon y tejido subcutaneo se trata de formas erraticas (Quiroz, 2016).

Las fasciolas jovenes se nutren con sangre y tejido hepatico; las adultas con

sangre, bilis, y tejido epitelial proliferado (Quiroz, 2016).



Signos

Su presentacion es aguda y cronica siendo que los ovinos parecen mostrar
marcada sintomatologia (Taylor et al, 2016).

Los signos clinicos en la presentacion aguda se deben a la migracidon masiva de
formas juveniles en el parénquima hepatico y cavidad abdominal, en huéspedes
muy afectados se puede observar depresion, anorexia, aislamiento, fatiga, ascitis,
distencion abdominal, problemas digestivos de tipo indigestion aguda, algunas
veces con diarrea, palidez de las mucosas e ictericia. En ocasiones con elevada
mortalidad en dos a tres dias; otras veces evoluciona lentamente y le muerte
sobreviene después de 6 a 9 dias. (Bowman, 2011; Quiroz, 2016).

La evolucion de la fasciolosis crénica es mas lenta, debido en parte a una
infeccibn menor y a una mayor resistencia ligada a edad, reinfestacion y estado
nutritivo. Es este caso, la anemia esta presente y se acusan signos de caquexia, al
tiempo de que se manifiestan edema en las porciones bajas, edema
submandibular, el cual por lo general es mas patente en la fasciolosis cronica
(Quiroz, 2016).

Epidemiologia

Aspectos epidemiolbgicos

En un area determinada para que se establezca la enfermedad, es necesaria la
coincidencia del huésped intermediario y del definitivo, con temperaturas mayores
a 10°C y humedad adecuada para el desarrollo del miracidio y de los estadios
larvales en el caracol, por esto, durante el invierno no se desarrolla en casi ningun

pais, siendo en la primavera cuando se incuban todos los huevos.



Los hospedadores intermediarios de F. hepatica prefieren para su desarrollo
zonas bajas y pantanosas con agua con poco movimiento pero, también pueden
ser peligrosas las zonas con pequefios arroyos y manantiales. Los terrenos que se
riegan con frecuencia y las zonas de agua corriente pueden también estar
infestados de cercarias (Olaechea, 2004).

Epidemiologia de fasciolasis en México

La enfermedad se presenta en casi toda la Republica Mexicana, y tiene su mayor
prevalencia en zonas tropicales y templadas (Quiroz, 2016); sin embargo, su
frecuencia varia de una region a otra, debido principalmente a la presencia de
caracoles de los géneros Lymnaea Fossaria y Galba (Cruz et al., 2002).

La prevalencia de fasciolosis es variable y depende de habitats primarios o
secundarios de caracoles, en el primer caso la infeccion puede ocurrir durante
todo el afio, como en la zona costera del golfo de México, y el segundo caso
posible se limite en las zonas endémicas del altiplano en donde la temperatura es
superior a 10°C (Quiroz, 2016). Una situacion similar a las zonas secundarias de
caracoles puede suceder en las areas de riego de México que favorecen los
factores que permiten el desarrollo del ciclo biolégico de F. hepatica.

La presencia y prevalencia de fasciolosis en México es variable, en los estados
que se presenta con mas del 10 % son Tabasco y Veracruz; del 1 al 10 % son el
Edo. Meéxico, Oaxaca y Chiapas y con menos del 1% estan Guanajuato,
Michoacan, San Luis Potosi, Querétaro, Chihuahua, Zacatecas y Sonora (Quiroz y
Castellanos, 1991).

Actualmente se considera que en todo el pais existen informes de F. hepatica con

diversas prevalencias; excepto en Coahuila, la peninsula de Yucatan y Baja
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California Sur debido a sus caracteristicas climatoldgicas y tipo de suelo calcareo

(Rangel y Martinez, 1994).

Control
Las medidas de control de F. hepatica se basan en 3 puntos:

1. Control de los estadios libres del parasito

2. Control de los huéspedes intermediarios (caracoles)

3. Control del parasito en el huésped definitivo
Control de los estadios libres del parasito
Para evitar que los animales ingieran las metacercarias del pasto se recomienda la
rotacion de potreros en combinacion con los tratamientos.
Drenado de terrenos inundados, el cercado de terrenos con caracoles
intermediarios que a su vez estan contaminados con metacercarias, entre otras.
Control de los huespedes intermediarios
Se debe basar previa localizacion de las colonias de caracoles, es dificil y
ecolégicamente cuestionable. Una de las medidas es mediante la aplicacién de
sustancias quimicas en este caso llamadas molusquicidas.
En areas endémicas se ha utilizado el sulfato de cobre. Es recomendable la
primera aplicacion al inicio de la primavera, para eliminar las poblaciones que
sobrevivieron al invierno. La ventaja en esta época es que hay poca vegetacion y
esto facilita el contacto entre el molusquicida y el caracol, la desventaja es que los
habitats aun estan muy humedos siendo dificil el acceso y mayor la cantidad de
molusquicida a usar. Una segunda aplicacion podria realizarse al final del verano u

otofio, con el objeto de eliminar la progenie de los sobrevivientes a la primera
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aplicacion. Es de destacar que el uso de quimicos conlleva riesgos tales como
acumulacion de residuos toxicos en agua y suelo, ademas del efecto negativo en
la fauna circundante, por lo que el sulfato de cobre no se recomienda en donde
hay poblacion de bovinos.

Control del parasito en el huésped definitivo

El uso de antihelminticos, tiene como objetivo eliminar el agente causal de la
enfermedad e interrumpir la excrecion de los huevos por materia fecal, asi como
prevenir que se contamine la pastura y los caracoles.

La alternativa usualmente utilizada para control de la fasciolosis es el tratamiento
quimico cuando el parasito se encuentra dentro del huésped y para ello se han
empleado durante décadas diferentes fasciolicidas los cuales se agrupan en 5
grupos quimicos:

1.-Fenoles halogenados

Hexaclorofenol: Al entrar en la circulacion general se une en alto porcentaje a
proteinas plasmaticas; se metaboliza y elimina por bilis lo cual resulta de utilidad
contra los trematodos que se encuentran en los conductos biliares.

Bitionol: Inhibe la fosforilacion oxidativa, o que disminuye el metabolismo
glucolitico del parasito. Altera el equilibrio digestivo excretor e interfiere en la
embriogénesis del parasito, lo que permite usarlo como profilactico.

Niclofolan: Derivado del hexaclorofenol se trata de un desacoplante de la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias.

Nitroxinil: Actta inhibiendo la fosforilacion oxidativa, puede inducir el cese de

inmediato de contracciones musculares del parasito.
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2.-Salicilanidas.

Rafoxanida: Interviene en la formacion de compuestos de alta energia, como ATP,
ADP vy otros, ademas de que trasporta cationes a través de la membrana e
interfiere en la fosforilacion oxidativa en la mitocondria del parasito.

Closantel: Dafa la cuticula del trematodo, causando erosiones en las fasciolas
adultas. Bloquea las rutas energéticas, en especial la fosforilacion oxidativa,
causando graves trastornos en el metabolismo del parasito, que muere en uno o
dos dias. En las fasciolas sobrevivientes produce un efecto atrofico que
imposibilita sus funciones de crecimiento y reproduccion.

3.-Bencimidazoles.

3.1 bencimidazoles carbamatos

Albendazol: Inhibe la polimerizacion de la tubulina y la enzima reductasa de
fumarato, lo que produce deficiencia en la generacién de energia y por lo tanto la
muerte del parasito. Sin embargo este compuesto solo mata fasciolas adultas
desde 12 semanas de edad, lo que indica que no siempre se corta el ciclo
evolutivo pues una fasciola en bovinos es adulta a las 10 semanas de edad.

3.2 Probenzimidazoles

Netobimina: Este farmaco es convertidor por la microflora gastrointestinal en un
metabolismo sulfoxido y posteriormente en el higado sufre otra conversion que da
como resultado la formacion de albendazol y albendazol sulféxido, estos productos
son los que confieren la actividad antihelmintica. Sin embargo se sabe que el
Netobimin como fasciolicida tiene baja efectividad por lo que su uso como

fasciolicida es limitado.
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3.3 Bencimadozoles halogenados.

Triclabendazol: Su mecanismo de accion consiste en unirse a la tubulina
bloqueando el paso de la glucosa al parasito, con la consecuente disminucion de
glucogeno y ATP. Impotante de hacer notar es que este compuesto fasciolicida es
reconocido a nivel mundial como el mejor fasciolicida en virtud de tener la
capacidad de remover fasciolas en todos los estadios evolutivos.

4.- Sulfonamidas.

Clorsulon: Inhibe enzimas que participan en la obtencion de energia y actualmente
es un compuesto que al combinarse con ivermectinas tiene la dualidad de remover
fasciolas y vermes gastrointestinales.

5.- Fenoxialcanos.

Diamfenetida: Este farmaco requiere activacion en el higado con lo que forma un
metabolito animado, el cual produce cambios en tegumento que hacen susceptible
al parasito ante la accién de enzimas.

Dentro de ellos, los bencimidazoles han sido ampliamente utilizados
particularmente el triclabendazol que salié al mercado en 1984 (Ecker et al, 1984).
Sin embargo, un problema importante que atafie a estos compuestos, es la baja
solubilidad acuosa (Cruz et al, 1994), lo cual limita a que solo puedan
administrarse en suspension, pastas, tabletas o bolos nutricionales, situacion poco
practica cuando se manejan grandes cantidades de animales.

Recientemente, se ha logrado solubilizar a estos compuestos lo cual abre una
nueva etapa para valorar su potencial fasciolicida en version inyectable utilizando

la via intramuscular.
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Antecedentes del compuesto Alfa

El compuesto Alfa o 5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (Hernandez
et al, 2002) es un derivado bencimidazoélico que ha sido sintetizado a través de
una colaboracion inter-disciplinaria e inter-institucional entre las facultades de
Quimica y Veterinaria de la UNAM el cual fue obtenido como parte de un
programa de sintesis de nuevos compuestos antihelminticos dirigidos contra
Fasciola hepatica.

Informacion técnica.

Es un polvo blanco cristalino con ligero olor caracteristico a azufre, con un peso
molecular de 340.86. Su punto de fusién es de 171 — 179°C, presenta un Pka de
2.879, muestra caracteristicas de acido débil. Su coeficiente de particiébn aparente
en octanollagua es 27.63 (log P = 1.44)9 y su formula condensada es
C18H13CIN20S.

Estructura quimica del compuesto Alfa:

H
I

N
/>— SCHs
N

Dicho compuesto formulado en suspensién oral, ha generado resultados

Cl

promisorios a través del desarrollo de diversas pruebas toxicoldgicas,
farmacocinéticas y de evaluacion bioldgica con eficacia similar a los mejores
fasciolicidas disponibles en el mercado a nivel mundial (Ibarra-Velarde et al, 1997;
Ibarra-Velarde et al, 1997a; Ibarra-Velarde et al, 2000; Vertiz, 2000; Vera, et al,
2001; Rivera et al, 2002; Hernandez et al, 2002; Ayala, 2003; Vera Montenegro et
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al, 2003; 2004; Rivera et al, 2004; Ibarra-Velarde et al, 2004; Ibarra et al, 2005;
Rivera et al, 2005; Vera et al, 2006; McConville et al, 2006; McConville et al, 2007;
Ramirez et al, 2008; Rivera 2008; McConville et al, 2012).

Hoy en dia, la solubilizacion del compuesto Alfa se ha logrado en muy alto
porcentaje (Flores et al, 2014), por lo que se requiere realizar diversas pruebas de
actividad bioldgica, farmacocinética y toxicidad en ovinos, bovinos y animales de
laboratorio a fin de conocer las bondades y/o defectos del citado compuesto bajo
estudio.

Por otra parte McConville et al., (2012) realiz6 un estudio en donde se infectaron
ovejas con la cepa Collompton resistente al triclabendazol y fueron tratadas con el
compuesto alfa a una dosis de 15 mg/ Kg, 12 semanas después de la infeccion.
Se recuperaron fasciolas adultas de los conductos biliares a las 24, 48 y 72 horas
post-tratamiento para su andlisis histolégico y al microscopio de transmision
electronica del sistema reproductor femenino, especificamente Utero, glandula de
Mellis y ovario. El estudio sefiala que se producen cambios significativos en estos
organos por lo consiguiente disminuye la produccion de huevos a las 24 horas
después del tratamiento y es mas evidente a las 72 horas

El principal hallazgo de este estudio es que la produccion de huevos cesa a las 24
horas postratamiento, contiene células vitelinas pero no huevos con cascara, no
ensamblan a huevos normales y el Utero esta vacio y desprovisto de células.

Los tejidos reproductivos son especialmente sensibles a la accion del compuesto
alfa (Colhoun, 1998) se encontraron ovarios mal formados, mal formacion de
huevos y el testiculo después del tratamiento fué el mas gravemente afectado

(Colhoun, 1998).
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El proceso de formacion del huevo es mas sensible a la accion del farmaco.

Dado que el compuesto alfa es un derivado bencimidazdlico es capaz de producir
alteraciones del tejido en cepas resistentes al triclabendazol (Fairweather, 2009).
Estos resultados tienen repercusion importante con respecto a la evaluacion de los
datos de eficacia basados Unicamente en conteo de huevos en heces.

El compuesto alfa afecta al trematodo de forma similar al triclabendazol pero
muestra algunas diferencias lo que puede ser una alternativa viable con la
modificacion adecuada (Munguia-Xochihua, 2009).

El otro problema que enfrenta el control exitoso de la enfermedad es que las
duelas se estan volviendo resistentes al triclabendazol. Por esta razén parece que
los ganaderos estan cambiando a drogas alternativas como el closantel y el
nitroxinil aunque estos medicamentos son efectivos solo contra las infecciones de
trematodos adultos.

Estos factores resaltan la necesidad de desarrollar nuevos medicamentos, vy
nuevas formulaciones que conlleven a mejorar la eficacia y la via de

administracion.
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JUSTIFICACION

Tradicionalmente los productos existentes para el control de la fasciolosis son
compuestos quimicos que cada vez son menos eficaces en virtud de los
problemas de resistencia antihelmintica que se van presentando por uso
inadecuado de estos farmacos.

El dltimo fasciolicida lanzado al mercado en 1983 fue el triclabendazol, por lo que
se requieren mayores esfuerzos para buscar una nueva alternativa para enfrentar
esta enfermedad de caracter mundial.

Por lo mencionado anteriormente el contar con un compuesto fasciolicida para

administracion intramuscular seria un avance en la quimioterapia de la fasciolosis.

lIl. HIPOTESIS
El porcentaje de reduccion de huevos de Fasciola hepatica en bovinos infectados
en forma natural sera mayor del 95% tanto en animales tratados con el compuesto

Alfa- inyectable como con closantel.

IV. OBJETIVO
Comparar la eficacia fasciolicida del compuesto alfa-inyectable con closantel-
inyectable a través de la reduccion del porcentaje de huevos del parasito en

bovinos infectados en forma natural.
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V. MATERIAL Y METODOS

Localizacion del estudio.- El estudio se realiz6 en el rancho “La Piedra”,
localizado en Chinameca, Veracruz (a 40 kilometros de Acayucan).

Animales.- Se utilizaron 18 bovinos criollos de sexo indistinto entre 1 y 3 afios
infectados en forma natural con Fasciola hepatica y determinados como positivos
al trematodo a través de examenes copromicroscopicos utilizando la técnica de
sedimentacién (Rodriguez, 2015).

Farmacos: Compuesto Alfa-inyectable sintetizado por el grupo de investigadores
de la Facultad de Quimica de la UNAM formulado para administracion
intramuscular y Closantel al 5% (Closantil® - Chinoin) para administracion
subcutanea.

Conduccion del estudio.- En el dia 0, los bovinos seleccionados fueron divididos
en 3 grupos de 6 animales cada uno.

En el dia 0 el Grupo 1 recibi6é el compuesto Alfa-Inyectable a una dosis Unica de 6
mg/kg/via IM.

El Grupo 2 recibié closantel inyectable a una dosis Unica recomendada por el
fabricante (10 mg/Kg/via subcutanea).

El grupo 3 fungié como testigo infectado sin tratamiento y solo se le administro
agua por via intramuscular en una dosis igual a la aplicada al grupo 1.

Analisis coprologico.- Se analizaron las heces de los bovinos en estudio en los
dias 0, 7, 14, 21 y 28 postratamiento utilizando la técnica de sedimentacion

(Rodriguez, 2015).
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Estimacion de la eficacia.- La eficacia fue medida como porcentaje de reduccion
de huevos de F. hepatica con relacién al grupo testigo sin tratamiento de acuerdo
a las reglas de evaluacion de antihelminticos sugerida por la World Association for
Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) (Rodriguez, 2015).
Para ello se utilizo la siguiente formula:

Promedio de huevos en el grupo testigo

— Promedio de huevos en el grupo tratado

% Eficacia = X 100
Promedio de huevos en el grupo testigo

Andlisis estadistico.- la informacion obtenida fue sometida a un andlisis de
varianza (ANDEVA) con el paquete estadistico IBM SPSS STATISTICS
(VERSION 23-2015) para detectar si existian diferencias estadisticas entre los

grupos experimentales.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se pueden observar en los Cuadros 1y 2, asi como en
las Figuras 1, 2y 3.

Porcentaje de reduccion de huevos.

Grupo 1 (profarmaco del compuesto Alfa) al realizar la prueba de sedimentacion
se puede observar que en el dia 0 (antes del tratamiento) el numero total de
huevos presentes fue de 176, con un minimo de 14 un maximo de 58 y un
promedio de 29.3 huevos en el grupo. Para el dia 28 (fin del estudio) el nimero
total de huevos de Fasciola encontrados fue de 52 con un minimo de 5, un
maximo de 14 y un promedio de 8.6 huevos en el grupo (Cuadro 1y Fig. 1).

Grupo 2 (closantel) se puede observar que en el dia 0 (antes del tratamiento) el
namero total de huevos presentes fue de 184, con un minimo de 4, un maximo de
88 y un promedio de 30.6 huevos en el grupo. Para el dia 28 el nUmero total de
huevos de Fasciola encontrados fue de 48 con un minimo de 1, un maximo de 14
y un promedio de 8 huevos en el grupo (Cuadro 1y Fig. 1).

Grupo 3 (testigo sin tratamiento). En el dia 0 (antes del tratamiento) el niamero
total de huevos presentes fue de 418, con un minimo de 21, un maximo de 141y
un promedio de 69.6 huevos en el grupo. Para el dia 28 el numero total de huevos
fue de 456 con un minimo de 12 un maximo de 144 y un promedio de 76 huevos
en el grupo (Cuadro 1y Fig. 1).

Eficacia de los compuestos

Profarmaco del compuesto Alfa.-
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Los porcentajes de eficacia obtenidos para este compuesto aplicado a la mitad de
la dosis de su compuesto antecesor, fueron de 88.2%, 87.3%, 90.7% y 88.5%,
para los dias 7, 14, 21 y 28 postratamiento, respectivamente. (Cuadro 2 y Fig. 2).
En el caso del grupo de bovinos tratados con Closantel por via subcutanea, la
eficacia conferida fue ligeramente mayor, en el orden de 93.2%, 95.8%, 95.6% y
89.4%, respectivamente (Cuadro 2 y Figura 2).

El andlisis estadistico indico que no hay diferencia estadistica entre la eficacia
ejercida por ambos compuestos, ni tampoco al analizar la eficacia entre intervalos
de tiempo (p<0.05).

Es importante sefialar que estos porcentajes de eficacia se encuentran dentro de
los rangos esperados pues tanto el compuesto alfa como el closantel muestran
tener menor eficacia contra estadios juveniles del parasito y como ya se mencioné
los bovinos en estudio tenian una infeccion adquirida de Fasciola hepatica en
forma natural, por lo se desconocia en que porcentaje los bovinos estaban
parasitados con estadios juveniles o inmaduros.

Porcentaje de eclosién de huevos de Fasciola.- Con relacién a este parametro
evaluado antes y después del tratamiento, se pudo apreciar que ambos
compuestos inhibieron el porcentaje de eclosion desde el dia 7 postratamiento, en
comparacion a los huevos producidos por el grupo testigo sin tratamiento. En lo
concerniente a closantel, este compuesto mostré6 un porcentaje de inhibicion
mayor, pues desde el dia 14 hasta el final del estudio los huevos de Fasciola
producidos en este grupo alcanzaron un 100% de inhibicion. El grupo testigo

siempre mantuvo el alto porcentaje de eclosion de huevos del trematodo (Fig. 3).
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Cuadro 1.-Analisis coproldgico de huevos de Fasciola hepatica antes y después del

tratamiento en bovinos infectados en forma natural.

Grupo y Bovino Peso Dosis Mumero de huevos de Fosciolo hepatico
concentracion | No.  (Kg) (ml) o0 | Dia7 | Dia14 | Dia21 | Dia28
1 153 10 58 5 16 12 7
2 382 25 14 D 9 6 7
Alfa 3 33 22 18 4 4 13 11
emg/kg/ via
IM 4 336 22 24 0 13 12 14
5 229 15 42 14 12 7 8
6 280 19 20 5 4 2 5
TOTAL 176 28 58 53 52
PROMEDIO 29.3 4.6 9.6 8.8 8.6
7 230 23 12 1 1 2 1
8 220 22 88 1 4 8 13
Closantel 5% 9 300 30 16 5 3 1 7
10 me/ke
subcutaneo 10 400 40 4 3 2 3 7
11 300 30 44 2 2 4 B
12 300 30 20 4 7 7 14
TOTAL 184 16 19 25 48
PROMEDIO 30.6 2.6 3.1 4.1 8
13 280 - 36 34 20 15 12
14 270 - 21 23 26 i 21
Testige s 15 320 ‘- 44 47 a1 46 61
tratamiento | 415 290 ‘- 49 57 96 187 127
17 340 - 127 35 174 159 01
18 300 “ae 141 42 103 152 144
TOTAL 418 238 460 576 456
PROMEDIO 69.6 39.6 76.6 96 76
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Cuadro 2. Eficacia fasciolicida del profarmaco del compuesto Alfa aplicado via
intramuscular y closantel via 5C en bovinos infectados en forma natural

GRUPO/ PORCENTAJE DE EFICACIA
COMPUESTO Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
ALFA
eme/ke/IM 0 88.2 87.3 80.7 83.5
CLOSANTEL
10mg/kg/sc 0 93.2 95.8 95.6 89.4
TESTIGO 0 0 0 0 0
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El andlisis estadistico confirmé la normalidad en la distribucion de los resultados y
homogeneidad de varianza para los dias 7, 21 y 28 y nos permitié realizar la
prueba de ANOVA. Para el dia 14 se realizé la prueba de Kruskal Wallis.

Los resultados enmarcados en el cuadro 3, nos demuestran que no hay
significancia estadistica entre tratamientos para los dias 7 y 28, mas no asi para
los dias 14 y 21 los cuales indican que para el comienzo del estudio y el final de

este los tratamientos tienden a comportarse de manera similar.

Asimismo se confirma que el grupo control es totalmente diferente de los grupos

tratados.

Cuadro 3. Evaluacion estadistica de la comparacion entre
tratamientos.

GRUPO/ COMPUESTO

Dia7 | Dial4 | Dia2l1 | Dia28
ALFA 6mg/kg/IM a b b a
CLOSANTEL 10mg/kg/sc a b b a
TESTIGO C c c c

a,b,c = Literales distintas son estadisticamente diferentes (p>0.05).
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DISCUSION

El parasitismo interno de los bovinos es considerado un factor que limita la
produccion de los animales y la produccion ganadera en México. El problema se
agrava cuando las practicas de prevencion y control son poco efectivas debido a la

carencia de enfoques técnicos.

Durante varias décadas se han utilizado diversos sistemas de control para
disminuir la prevalencia de fasciolosis, sin embargo, no existe duda de que al
momento el tratamiento quimico utilizando compuestos fasciolicidas sigue siendo

la forma mas efectiva para controlar la fasciolosis en ovinos y bovinos.

Por otro lado, la resistencia a los antihelminticos se esta extendiendo en el mundo,
constituyendo un problema que preocupa, debido a que complica cada vez mas el

control de la fasciolosis en los rumiantes, particularmente en el ganado bovino.

Mas-Coma et al., (2009) mencionan que la incidencia de la fasciolosis continuara
aumentando en el futuro y de acuerdo a la tendencia observada se atribuye en

parte al cambio climatico.

Como se menciona en algunos estudios el compuesto alfa formulado para
administracion oral ha mostrado alta eficacia tanto en evaluaciones in vitro como in
vivo en ovinos y bovinos. Sin embargo, aun cuando la eficacia obtenida en
diversos estudios es alta, no se habia dado continuidad por la razén de que se
trata de un fasciolicida experimental para administracion oral que muestra

resultados muy similares a los fasciolicidas comerciales.
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Fue hasta el 2014 cuando Flores y colaboradores, en un experimento realizado en
24 ovinos adultos infectados experimentalmente con F. hepatica, observaron que
al administrar el compuesto Alfa a grupos de 6 animales c/u por via oral,
subcutanea e intramuscular a dosis de 12 mg/kg, 4 mg/kg/IM y 4 mg/kg/SC,
respectivamente, obtuvieron resultados de eficacia altos y muy similares.

La relevancia del presente estudio radica practicamente en que se esta usando la
mitad de la dosis utilizada para administracion oral en donde se aprecian las

siguientes ventajas:

1. Facilita la aplicacion y manejo en un mayor numero de animales lo cual da

ventaja sobre la administracion por via oral.

2. Disminuye el riesgo para el MVZ o persona que va a desparasitar.
3. Menor stress en los animales que van a ser desparasitados por via IM.
4. Los bovinos no muestran irritacion ni efectos adversos en el momento ni

después del tratamiento.

5. Facilidad y rapidez para el operador al administrar tratamientos por via IM.

6. Disminuye la contaminacion por razones de eliminacion de menor cantidad del
quimico en el campo, situacion que hoy en dia es muy cuestionada por los
ecoblogos y ambientalistas a nivel mundial.

Por lo anteriormente sefialado el contar con un fasciolicida inyectable es necesario
ya que al no ser todavia utilizado bajo condiciones de campo la posibilidad de

emergencia de resistencia a este compuesto seria mas tardada.
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Con relacién a la eficacia conferida por esta formulacion intramuscular se observo
que el porcentaje de reduccién de huevos de Fasciola fue ligeramente mas bajo
gue con closantel, sin embargo, al realizar el estudio estadistico se observa que

no hubo diferencia significativa entre tratamientos.

La informacién obtenida concuerda con previos estudios realizados con el
compuesto alfa en administracion oral y en pruebas controladas con infeccion
experimental. En el presente experimento, lo que se puede interpretar es que
como los bovinos en estudio tenian una infeccion natural se desconocia en que
porcentaje estaban parasitados con Fasciolas inmaduras, juveniles y/o adultas lo
cual podria ser la razén por la cual al evaluar el experimento al final del estudio se
observo la aparicion de huevos posiblemente producidos por fasciolas que
alcanzaron su madurez y que no fueron removidas por el compuesto alfa al

momento del tratamiento.

Una interpretacion similar concierne para closantel en virtud de como se ha
sefalado, este compuesto es solamente eficaz contra fasciolas de 6 semanas de
edad en adelante y posiblemente algunas Fasciolas que alcanzaron madurez
liberaron huevos y por ende el compuesto no confirié una eficacia que alcanzara el

100%.

El presente estudio sobre este profarmaco es una contribucion modesta realizada
como prueba de campo, pero muy importante porque ayuda a recabar informacion
que conjuntamente con otros estudios de evaluacion biologica y toxicidad

determinaran las bondades o defectos de este compuesto experimental. Futuros
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estudios relacionados con evaluaciones biologicas, farmacocinéticas y de
toxicidad mostraran el real potencial fasciolicida del profarmaco del compuesto alfa
inyectable, para saber si el compuesto puede ser utilizado en el control de la

fasciolosis en ovinos y bovinos.

Cabe mencionar que el profarmaco del compuesto alfa est4 bajo tramite de
patente ante el Instituto Mexicano de la Produccion Industrial (IMPI) el cual esta
protegido por la UNAM tanto en México como a nivel internacional USA, Brasil,
Chile y Peru. Se espera que en futuro cercano esta patente sea liberada para

realizar la correspondiente cesion de derechos a la industria privada.
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CONCLUSION

El profarmaco del compuesto alfa inyectable mostré una eficacia similar al
compuesto de referencia (closantel), observando al final del estudio la aparicion de
algunos huevos de Fasciola hepatica posiblemente debida a Fasciolas juveniles
que al final del estudio alcanzaron madurez y empezaron a producir huevos, razon
por la que la eficacia valorada en porcentaje de reduccion de huevos fue

ligeramente menor.
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