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RESUMEN 
 

EVALUACIÓN  IN SILICO, IN VITRO E IN VIVO EN OVINOS DE LA 
EFICACIA PARAMFISTOMICIDA DE FÁRMACOS REGISTRADOS 

CON OTROS USOS TERAPÉUTICOS 
 

La paramfistomosis, es una enfermedad en los rumiantes causada por trematodos, 

parásitos del rumen, retículo, abomaso e intestino delgado, es de distribución 

cosmopolita, que puede llegar a producir una gastroenteritis hemorrágica y 

provocar pérdidas económicas considerables. Los objetivos del presente trabajo 

fueron: identificar in silico nuevos paramfistomicidas; establecer un método de 

desenquistamiento de metacercarias de paramfistómidos; comparar bajo 

condiciones in vitro  tres medios de cultivo para el desarrollo y sobrevivencia de 

fases inmaduras y adultas del trematodo y finalmente evaluar posibles 

paramfistomicidas. Con modelos QSAR utilizando descriptores TOMOCOMD-

CARDD se seleccionaron cinco compuestos. Se realizaron diversos ensayos con 

miras a optimizar el desenquistamiento de metacercarias utilizando metodologías 

previamente reportadas con modificaciones. Se compararon los medios de cultivo 

Hedon-Fleig, Rohrbacker y RPMI 1640, determinando el porcentaje de 

sobrevivencia in vitro. Se evaluaron cinco compuestos: Acetaminofén, Guanfacina, 

Tiacetazona, 3,5,5-Trimetiloxazolidina-4,4-dione y Guanabez. Los resultados 

indicaron un porcentaje de 69.45% de metacercarias desenquistadas. El mejor 

medio de cultivo fue Hedon-Fleig para fases inmaduras y Rohrbacker para las 

adultas, obteniendo una sobrevivencia al cuarto día del 80%, permaneciendo vivas 

hasta el día 10 y 11 en fases inmaduras y adultas respectivamente. Los 

compuestos guanabenz y guanfacina mostraron 100% de eficacia en fases 

juveniles. El acetaminofén, la tiacetaonza y el 3,5,5-Trimetiloxazolidina-4,4-dione 

no mostraron eficacia paramfistomicida. 

Palabras clave: Paramfistómidos, Desenquistamiento, Cultivo, Paramfistomicidas. 
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ABSTRACT 
 

IN SILICO, IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION OF THE 
PARAMPHISTOMICIDAL EFFICACY OF SEVERAL COMPOUNDS 

CURRENTLY APPROVED FOR OTHER THERAPEUTIC USES  
 

 
Paramphistomosis is a parasitic disease of ruminants caused by the trematode 

Paramphistomum spp. which is located in the rumen, reticle, and small intestine. 

Its distribution is worldwide and it can produce haemorraghic gastroenteritis as well 

as considerable economic losses. This trial aimed to identify new 

paramphistomicides in silico; establish a methodology for the excystment of 

Paramphistomum spp.; compare three culture media for the development and 

survival of immature and adult stages of this trematode in vitro; and evaluate the 

possible paramphistomicidal activity of selected compounds. Five compounds were 

selected using QSAR models with TOMOCOMD-CARDD descriptors. Several 

assays based on previously reported protocols with slight modifications were 

performed to optimize the artificial excystment of metacercariae. In vitro 

comparison of the Hedon-Fleig, Rohrbacker and RPMI 1640 culture media was 

carried out to determine the best percentage of survival. Five compounds were 

evaluated: Acetaminophene, Guanfacine, Tiacetazone, 3,5,5-Trimetiloxazolidine-

4,4-dione, and Guanabez. A 69.45% metacercariae excystment was achieved. 

Best culture media for the development and survival of Paramphistomum spp. 

were Hedon-Fleig and Rohrbacker for immature and adult stages, respectively, as 

they allowed the survival of 80% parasites by the fourth day of culture. Some 

juvenile specimens remained alive until day 10 whereas adults lived for 11 days. 

Guanabenz and Guanfacine exerted 100% efficacy against the immature stages. 

The Acetaminophene, Thiacetazone and the 3,5,5-Trimetiloxazolidine-4,4-dione 

showed no paramphistomicidal activity. 

Key Words: Paramphistomids, Artificial excystment, In vitro culture, 

Paramphistomicides. 
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INTRODUCCION 

 
La paramfistomosis es una enfermedad en los rumiantes causada por numerosas 

especies de anfistomas, parásitos del rumen, retículo, abomaso e intestino 

delgado. Esta enfermedad, también denominada anfistomosis, es de distribución 

cosmopolita, existiendo áreas endémicas en todos los continentes, donde las 

infecciones intensas pueden provocar en todo tipo de rumiantes, domésticos y 

salvajes, una gastroenteritis aguda acompañada de alta morbilidad y baja 

mortalidad; particularmente, en huéspedes jóvenes. Clínicamente se manifiesta 

por un síndrome de mala digestión con desnutrición. Su control se realiza 

mediante el uso indiscriminado y equívoco de compuestos fasciolicidas (Cordero y 

Rojo 1999, Quiroz 1984). 

 

Localización 
Los anfistomas adultos se localizan en rumen y retículo y las fases inmaduras se 

localizan en abomaso o duodeno (Kassai, 1998). 

 

Huéspedes definitivos 
Vacas, búfalos, ovejas, cabras, ciervos, camellos y jirafas (Cordero y col. 1999). 

 

Huéspedes intermediarios 
Son moluscos, gastrópodos, pulmonados de agua dulce; perteneciendo 

principalmente a las familias Planorbidae (Planorbis, Indoplanorbis, Helicorbis, 

Gyraulus, Anisus, Armiger, Segmentina, etc), Bulinidae (Bulinus) y Lymnaeidae 

(Lymnaea) (Cordero y col. 1999). 

 

Distribución geográfica 
Presenta una distribución consmopolita: en Africa, Norteamérica, Hungría 

(Borchet, 1975); México (De la Rosa, 1981; De la O, 1983); Uruguay (Nari, 1983); 

Kenya, Israel, Irán, Europa, Canada, China, Brasil, Japón, Mongolia, Malasia, 

Afganistán, Puerto Rico, Cuba, Nueva Zelanda (Boray,1985); Nigeria (Awharitoma 
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et al, 1988); India (Jain, 1993); Egipto (El Sayed, 1997); Bélgica (Losson et al, 

1998); Francia (Gevrey et al,1998); Vietnam (Do-Duc-Dien et al, 1999); Australia 

(Lloyd et al, 2000); Argentina (Bulman y cols, 2002).  
 

Importancia Económica 
La presencia de paramfistómidos, se manifiesta en la reducción de índices de 

crecimiento y de conversión alimenticia, así como, consecuentemente la 

disminución de las producciones láctea y cárnica (Spence et al 1996).  

 

Clasificación (Cordero  y col. 1999) 

Reino             Animal 

Phylum          Plathelminthes 

Clase             Digenea (Trematoda) 

Superorden   Anepitheliocystidia 

Orden            Echinostomatida 

Familia          Paramphistomidae 

Género          Paramphistomum,  Cotylophoron,  Calicophoron 

 

Morfología 
Los paramfistómidos poseen un cuerpo grueso, cónico, arqueado centralmente; 

miden de 5 a 15 mm de largo por 2 a 5 mm de ancho, su color va de gris hasta un 

rojo cárnico. La cara ventral es cóncava y la dorsal es convexa; por delante está 

un poco estrechado y por detrás más ancho y aplanado. La ventosa oral de 1 por 

1.08 mm y la ventral o acetábulo, localizada en el extremo posterior, esta rodeada 

de una protuberancia y mide 1-2.5 mm; hasta ella llegan las dos ramas intestinales 

en que se bifurca el corto esófago. (Fortes, 2004) Los dos testículos de 1.6 por 2 

mm están lobulados y se sitúan medialmente, casi uno detrás de otro. Tras ellos 

se encuentra el ovario. Las vitelógenas ocupan ambos lados desde la faringe, de 

0.8 a 1.2 mm de longitud, hasta el extremo posterior. Se alimentan de contenido 

ruminal, líquido tisular, pasto semidigerido, bacterias y protozoarios (Borchet, 

1975; Eduardo, 1982; Kassai, 1998). 
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Ciclo biológico 
El huevo sale al exterior en las heces, eclosiona un miracidio, el cual queda libre, 

éste penetra en el huésped intermediario (molusco acuático). Una vez en el 

molusco, el miracidio pierde los cilios y migra a través de los vasos sanguíneos o 

canales linfáticos a lugares donde el alimento es abundante, transformándose en 

esporocisto, el cual da lugar a una o dos generaciones de  redias y de éstas se 

produce la cercaria, que permanece en el tejido del molusco por 1 a 2.5 meses; 

ésta sale al exterior libremente para nadar en el agua. La cercaria pierde la cola y 

se enquista en el medio externo, transformándose en metacercaria. Los 

huéspedes definitivos se infectan cuando ingieren metacercarias maduras, que 

estén enquistadas en el pasto o forraje hasta por 3 meses. Las fases juveniles 

penetran la mucosa duodenal y  permanecen en ella por 4 a 6 semanas, causando 

erosión, inflamación y destrucción del tejido. Después, migran hacia la mucosa del 

rumen y ahí maduran. El período prepatente es de 3 a 4 meses, en corderos de 40 

a 50 días.  La vida media en los huéspedes definitivos puede prolongarse hasta 

por 4 años (Cordero y Rojo, 1999; Kassai, 1998). 

 

Patogenia y Signos clínicos 
Existen dos formas de presentación, las infecciones intestinales agudas y las 

infecciones crónicas del rumen. 

Infecciones intestinales agudas. Duodenitis necrótica, ocasionalmente 

hemorrágica por 2 a 3 semanas postinfección en bovinos, mientras que en 

pequeños rumiantes de 5 a 10 días. Otros signos son diarrea, anorexia, sed, 

anemia, hipoalbuminemia, edema pulmonar, hidrotórax, hidropericardio, ascitis, 

edema mesentérico, emaciación y en algunos casos hasta la muerte.  

 

Infecciones crónicas en rumen. Los adultos invaden la mucosa del rumen y 

retículo donde son prácticamente tolerados, no presentándose así signos 

importantes (Kassai 1998; Boray, 1985).   
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Diagnóstico 

Se realiza generalmente a través de exámenes coprológicos por sedimentación. 

Los huevos miden de 114 a 176 por 73 a 100 micrómetros, se observan de forma 

oval, incoloros o verde claro, con el polo operculado algo afinado y el opuesto 

ligeramente ensanchado, una célula granulada los llena completamente, la 

cáscara es relativamente gruesa y lisa. También se utilizan pruebas serológicas, 

como: pruebas intradérmicas, fijación de complemento, precipitación, 

inmunofluoresencia y ELISA. Finalmente mediante la necropsia se llega al 

diagnóstico definitivo (Cordero y Rojo, 1999, Hendrix, 1998, Kassai, 1998). 

 

Aspectos Epidemiológicos 
La paramfistomosis se presenta con gran prevalencia en diferentes partes del 

mundo,  principalmente en lugares de clima tropical y subtropical (Dunn, 1983). 

En Africa, la enfermedad sucede con mayor frecuencia en las estaciones secas 

del año, principalmente en Kenia y Etiopia. Se ha registrado en países como 

Vietnam con una prevalencia de 88% (Do-Duc-Dien et al, 1999), en la India con 

una frecuencia mayor en el verano (Prasad et al, 1999). En Europa se ha descrito 

una incidencia del 30 al 70% (Horak, 1971; Boray, 1985); en Francia se presenta 

una mayor prevalencia en abril, mayo, octubre y enero (Szmidt-Adjide et al, 2000). 

Rimbaud y Diana (1991) señalan que los animales jóvenes son los más afectados, 

presentándose una mortalidad del 5.7% y una morbilidad el 36.89%. La 

epidemiología de la paramfistomosis en México no ha sido estudiada 

exhaustivamete. Los primeros informes de la presencia de paramfistómidos en 

México fueron realizados por Quiroz et al (1973a),  quienes describieron la 

presencia de ocho especimenes de Cotylophoron cotylophorum en el ciego de un 

ovino criollo procedente de Jalatlaco, Estado de México y la presencia de adultos 

de Paramphistomum cervi en el rumen de un ovino hembra de raza prelibuey 

procedente del estado de Tabasco (Quiroz et al 1973b). En un estudio realizado 

en el rastro de Tuxpan y Veracruz por De la Rosa en 1981 encontró 152 animales 
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positivos a paramfistomosis de 1000 animales revisados. Arizmendi en 1981 

señala que esta parasitosis muestra un comportamiento anual muy irregular en el 

sur del estado de Veracruz, siendo el verano y el otoño las épocas donde la 

incidencia es mayor. De la O, en 1983, en un frigorífico y empacadora de 

Villahermosa, Tabasco, identificó 401 bovinos positivos a paramfistómidos de 

1000 animales muestreados. Estudios realizados por Rangel et al (2003) en el 

estado de Tabasco refieren una alta incidencia del parásito, principalmente en los 

municipios de Jalapa, Tacotalpa y Teapa, señalando que la prevalencia estimada 

de esta parasitosis en esta zona del estado es de entre el 30 y el 96.6% en un 

período que va de julio a noviembre, incrementándose durante la temporada de 

lluvias.  

 

Antecedentes Quimioterapéuticos 
En 1975, Borchet describe como tratamiento sulfato de cobre al 1.25% durante 4 a 

6 días; también  dos dosis de petróleo; así como hexacloroetano.  

Gupta y col. en 1981 señalan que el fenbendazol, a dosis de 2.2 mg/kg de peso 

durante 6 días, mostró una eficacia del 27% contra estadios maduros del 

paramfistoma. 

Lepojiev y col. (1982) usando fenbendazol oralmente, a dosis de 150 mg/kg de 

peso, indican una eficacia de entre 25 y 45% en ovinos. 

En 1984 Quiroz recomienda como tratamiento al hexaclorofeno, 

tetraclorodifluoretano, bitionol, niclosamida, el febantel, el meniclofolán y el 

raxoxanide. 

Malone y col. (1984) mencionan  que al utilizar clorsulon, administrado a una dosis 

de 7 mg/kg en bovinos de Louisiana, la eficacia obtenida fue muy baja, 

demostrando una vez más que los trematodicidas no tienen el mismo efecto 

cuando se trata de trematodos del rumen.  

Gill, en 1987, midió la eficacia del fenbendazol contra borregos infectados 

experimentalmente, aplicando  tratamiento oral a dosis de 10 mg/kg, mostrando 

una eficacia  de 49.1%. 
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Malviya en 1994 trabajó con borregos infectados de manera experimental, tratados 

oralmente con dos dosis de triclabendazol (30 mg/kg con intervalo de 4 días, 

obteniendo eficacia de 62.7%.  

Prasittirat en 1997 comparó la eficacia de sulfóxido de bitionol a dosis de 90 

mg/kg, niclosamida a 90 mg/kg y fenbendazol a 7.5 mg/kg; siendo más efectivo el 

sulfóxido de bitionol con 70%, la actividad paramfistomicida de los otros dos 

compuestos fue inadmisible. 

En 1999 Alzieu realizó un estudio en bovinos infectados de Paramphistomum 

daubneyi, dando como  tratamiento oxiclozanida a dosis de 9.7 mg/kg, obteniendo 

una eficacia del 76.6%. 

 

Tratamiento 
Bitionol.- indicado contra trematodos adultos e inmaduros a dosis de 25 a 100 

miligramos por kilogramo de peso vivo (mg/kgpv). Es tóxico a dosis elevadas. 

Niclosamida.- utilizada para el tratamiento de paramfistomas inmaduros en ovejas, 

a dosis de 50 a 100 mg/kgpv. Tiene efectos variables en terneros. Es ineficaz 

contra vermes adultos en ovejas y vacas. (Cordero y Rojo, 1999; Roelfe et al, 

1991). 

Resorantel.- se utiliza contra vermes adultos maduros e inmaduros, a dosis de 65 

mg/kgpv.(Cordero y Rojo, 1999; Roelfe et al, 1991). 

Oxiclozanida  se recomienda a dosis de 15 mg/kgpv. (Cordero y Rojo, 1999; 

Roelfe et al, 1991). 

Otros fármacos como hexacloroetano, hexaclorofeno, hexacloroparaxileno y 

sulfóxido de bitionol se utilizan exclusivamente contra los vermes adultos con 

resultados varios (Cordero y Rojo, 1999; Roelfe et al, 1991).  

 

Diseño de Fármacos 
En general, los métodos usados en el diseño de fármacos se pueden enmarcar 

dentro de dos grandes grupos: Métodos Experimentales y Asistidos por 

computadora o Métodos QSAR (Quantitative Structural-Activity Relationship).  
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Métodos variacionales (Experimentales).- Se basan en la modificación de un 

compuesto líder o cabeza de serie de una manera racional con el objetivo de 

mejorar sus propiedades (Font, 1994).  Aunque la búsqueda de un compuesto 

líder se puede realizar por una variedad de métodos, dos son los más utilizados: 

1. Estudio de los productos activos presentes en los “medicamentos” 

usados en medicina tradicional. 

2. Estudios de novo de compuestos obtenidos tanto por vía natural como 

sintética o biotecnológica. 

Ambos métodos, sobre todo el segundo, requieren de la existencia previa de una 

amplia batería de ensayos biológicos cuidadosamente diseñados que permitan 

determinar con rapidez y de manera inequívoca la actividad biológica de los 

nuevos compuestos. Los ensayos deben ser fáciles, rápidos de realizar y 

económicos por la gran cantidad de compuestos a evaluar. En el segundo caso, 

los costos asociados a este tipo de estudio, hace que se vean limitados en número 

y espectro de acciones biológicas. 

Posteriormente, se pasa a la modulación de la estructura del compuesto líder con 

el objetivo de encontrar nuevos y mejores medicamentos. Esta técnica es 

conocida como Variación Molecular y tiene como finalidad mejorar la potencia del 

líder, eliminar acciones secundarias no deseadas, potenciar acciones secundarias 

deseadas, eliminar o aminorar efectos tóxicos, separación de actividades 

(Multiacción), combinación de actividades y modificar la biodisponibilidad del 

fármaco. 

Desventajas. 

Como el método se basa en técnicas de prueba y error, consume mucho tiempo y 

requiere grandes recursos económicos. Además, el porcentaje de éxito casi 

siempre es inferior al 0.1%. 

Métodos QSAR. 

Los denominados modelos QSAR han agrupado históricamente a todas las 

técnicas que han intentado establecer modelos de comportamiento de compuestos 

o familias de ellos en cuanto a actividad biológica, a partir de datos de un número 

limitado de productos. 
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Los métodos que relacionan la estructura química con la actividad biológica 

pueden dividirse en tres grandes categorías: 

1. Método de NOVO o Free-Wilson: Indican cuanto aumenta o 

disminuye la actividad por inserción de un sustituyente (fragmento), pero no 

producen conclusiones generales acerca de la acción de un fármaco a escala 

molecular. 

2. Topológico estadísticos: Sólo tienen en cuenta la estructura química 

plana de la molécula y se utilizan técnicas estadísticas o de reconocimiento de 

patrones para encontrar las QSAR. 

3. Modelado Molecular: Se consideran las propiedades de las 

moléculas en tres dimensiones, entre las más importantes son: análisis 

conformacional, mecánica cuántica, campos de fuerza, termodinámica estadística 

y gráficos moleculares interactivos. 

Estos últimos permiten la representación y manipulación de las moléculas en tres 

dimensiones lo que brinda una información esencial para comparar moléculas y 

estudiar la interacción entre ligandos y receptores macromoleculares. 

 

Diseño Computacional de Fármacos 

En esencia, podemos decir que los métodos computacionales para el diseño de 

fármacos, independientemente de su clasificación, tienen en común el ahorro de 

tiempo y recursos, lo cual es una ventaja con respecto a los métodos clásicos de 

prueba y error. 

 

El diseño computacional de fármacos incluye toda aquella técnica matemática 

computacional que describa, cuantitativa o cualitativamente, y con variado grado 

de precisión, la estructura molecular, con el objetivo de modelar las actividades 

farmacológicas de diversas índoles que de éstas se deriven (Mosqueira, 1994). La 

estructura molecular es una cualidad de la sustancia y sus propiedades se miden 

numéricamente, por lo cual es necesario describir la estructura en términos 

cuantitativos para poder explicar las propiedades en función de la estructura a 

través del diseño computacional de fármacos. Para expresar la estructura 
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molecular de forma cuantitativa se han creado diversos números o conjuntos de 

éstos, con variada base teórica. A estos  números se les denomina generalmente 

índices o descriptores moleculares (Lajiness, 1990).  

 

Método Computacional: TOMOCOMD-CARDD  
El TOMOCOMD (siglas del inglés Topological Molecular Computer Design) es un 

método de diseño molecular que opera con la matriz de adyacencia entre vértices 

(átomos) de un seudografo molecular. En orden de obtener los descriptores 

TOMOCOMD, un vector molecular (X) es construido; Los componentes de este 

vector son valores numéricos de una propiedad que caracterizan cada tipo de 

átomo presente en la molécula (tales como la electronegatividad, densidad, radio 

atómico, etc)  (Marrero-Ponce, 2003; Marrero-Ponce y col., 2003; Marrero-Ponce, 

2004;  Marrero-Ponce y col., 2004a; Marrero-Ponce y col., 2004b). 

 

El método TOMOCOMD permite calcular varias familias de descriptores 

moleculares como son: 

- Índices Cuadráticos Totales y Locales.- (ver anexo 1) 

- Índices Lineales Totales y Locales.- El anexo 2 muestra el cálculo de estos 

índices de forma total y local para una molécula orgánica sencilla. 

- Índices Cuadráticos Estocásticos Totales y Locales 

- Índices Lineales Estocásticos Totales y Locales.- En el anexo 3 se 

muestran las diferentes potencias de las matrices estocásticas. (Marrero-

Ponce y Romero, 2002; Marrero-Ponce, 2003; Marrero-Ponce y col., 2003; 

Marrero-Ponce, 2004;  Marrero-Ponce y col., 2004a; Marrero-Ponce y col., 

2004b;). 
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OBJETIVO GENERAL 
Seleccionar y evaluar la actividad paramfistomicida de medicamentos registrados 

con otros usos terapéuticos. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1.-  Desarrollar y aplicar a la identificación in silico de nuevos paramfistomicidas, 

modelos QSAR utilizando descriptores TOMOCOMD-CARDD. 

2.- Desarrollar un método para el desenquistamiento de metacercarias de 

paramfistómidos. 

3.- Aplicar un método de cultivo in vitro para mantener el desarrollo de fases 

inmaduras y maduras de paramfistómidos. 

4.- Evaluar in vitro el posible efecto paramfistomicida de los compuestos 

seleccionados con el programa computacional TOMOCOMD-CARDD. 

5.- Evaluar el posible efecto paramfistomicida de tres compuestos seleccionados 

con el programa computacional TOMOCOMD-CARDD en ovinos infectados de 

manera experimental. 

 
HIPOTESIS 

Es posible identificar nuevos compuestos paramfistomicidas aplicando 

procedimientos de escrutinio virtual en fármacos empleados con otros efectos 

terapéuticos.  
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JUSTIFICACIÓN 
En México se desconocen las pérdidas económicas reales provocadas por 

paramfistómidos, ya que es una parasitosis con poca información; sin embargo, se 

tiene conocimiento de la  preocupación de productores por la presencia cada vez 

mayor de dicha enfermedad, y la correspondiente inquietud sobre el control 

quimioterapéutico, ya que no está disponible en el mercado mexicano algún 

producto con efecto paramfistomicida. 

 

 Durante varias décadas se han desarrollado muchos antihelmínticos, algunos con 

buenos porcentajes de eficacia e índice de seguridad; sin embargo, existe un 

limitado número de fármacos empleados para el control de la paramfistomosis; y 

hasta el momento no existe el compuesto ideal que sea completamente seguro, 

barato y específico contra paramfistómidos. 

 

El sistema tradicional para seleccionar antihelmínticos es a través del escrutinio de 

compuestos utilizando inicialmente sistemas in vitro y una vez detectada la eficacia 

se usan animales. Sin embargo, esto llega a ser muy costoso, tardío y de gran 

consumo de tiempo, por lo que a través del apoyo de un paquete estadístico de 

cómputo es factible reducir tiempo, dinero y esfuerzo al contar con un sistema 

computacional capaz de detectar estructuras similares a las de los fármacos 

indicados contra trematodos y por ende se facilita el realizar la predicción y 

selección de compuestos con actividad paramfistomicida. 
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MATERIAL Y METODOS 

Experimento 1 
Desarrollo, validación  y aplicación de modelos in silico en la descripción y 
predicción de la actividad paramfistomicida de moléculas 
 
Método Computacional. TOMOCOMD-CARDD software  (ver Figura 1) (Marrero-

Ponce y Romero, 2002) es un programa interactivo para el diseño molecular e 

investigaciones bioinformáticas. El programa está compuesto por cuatro módulos 

o subprogramas. Cada uno de estos módulos consta de una interfaz gráfica que 

facilita al investigador la representación de las moléculas (drawing mode o modo 

de dibujado) y el cálculo de varias familias de descriptores moleculares 

(calculation mode o modo de cálculo). Los módulos han sido denominados con las 

siguiente siglas acrónimas: CARDD (Computed-Aided ‘Rational’ Drug Design), 

CAMPS (Computed-Aided Modeling in Protein Science), CANAR (Computed-

Aided Nucleic Acid Research) y CABPD (Computed-Aided Bio-Polymers Docking). 

En este trabajo se utilizó el subprograma: CARDD.  Este módulo fue desarrollado 

basado en una filosofía amigable para el usuario, el cual no tiene que tener a priori 

ningún conocimiento de programación. Todos los cálculos fueron efectuados en un 

ordenador personal PC Pentium-D 3.0 GHz 

 

Los principales pasos para desarrollar un estudio QSAR utilizando el enfoque 

topológico molecular TOMOCOMD-CARDD, se resumen a  continuación: 

1. Representar el seudógrafo molecular de cada una de las moléculas de la base 

de datos a analizar, usando el módulo de dibujo del software. Este 

procedimiento fue llevado a cabo seleccionando el átomo deseado 

perteneciente a diferentes grupos de la tabla periódica en el momento de 

representar las moléculas. 

2. Usar un ‘peso’ apropiado (etiqueta) de átomo, en orden de diferenciar cada tipo 

de átomo en la molécula. En este estudio se ha utilizado la electronegatividad 

de Pauling (Cotton, 1970). 
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3. Computar los índices cuadráticos totales y locales, los índices lineales totales y 

locales, así como los índices cuadráticos estocásticos totales y locales, y los 

índices lineales estocásticos totales y locales “de la matriz de adyacencia entre 

vértices del seudógrafo molecular”. Este proceso fue llevado a cabo en el 

módulo de cálculo del programa, el cual permitió  seleccionar la propiedad 

atómica y la familia que se  calculó. Este programa genera una tabla en la cual 

las filas corresponden a los compuestos (casos) y las columnas a los índices 

moleculares calculados (variables). 

4. Encontrar una o varias ecuaciones QSAR usando técnicas estadísticas o de 

inteligencia artificial adecuada, tales como Regresión Lineal Múltiple (RLM), 

Análisis Discriminante Lineal (ADL), Redes Neuronales (RN), entre otras. Es 

decir, la relación cuantitativa entre una propiedad P y la estructura química 

codificada con los descriptores calculados. Así por ejemplo, la ecuación 

obtenida con los índices cuadráticos tomó la siguiente apariencia: 

P = a0q0(x)  + a1q1(x) + a2q2(x) +….+ akqk(x) + c                     

donde  P es la medida de la propiedad, qk(x) [o qkL(x)] es el kth índice 

cuadrático total [o local],  y los términos ak’s son los coeficientes obtenidos por 

el análisis estadístico multivariable. 

5. Probar la robustez y demostrar el poder predictivo de las ecuaciones QSAR 

obtenidas usando procedimientos de validación interna y externa. 

6. Desarrollar una interpretación estructural de los modelos QSAR obtenidos, que 

permita interpretar la propiedad P estudiada. 

De forma general, en este trabajo los índices calculados fueron los siguientes:  

1) qk(x) y fk(x) [qk
H(x) y fkH(x)]; kth índices cuadráticos y lineales totales sin 

considerar los átomos de hidrógeno en el seudógrafo molecular [Considerando 

H-átomos], respectivamente. Los índices cuadráticos y lineales estocásticos 

también fueron calculados: sqk(x) y sfk(x) [sqk
H(x) y sfkH(x)]. 

2) EqkL(x) y EfkL(x) [EqkL
H(x) y EfkL

H(x)]; kth índices cuadráticos y lineales locales 

(considerando el cálculo sobre heteroátomos: oxígeno, nitrógeno y azufre), 

respectivamente. Los índices estocásticos sobre heteroátomos,  EsqkL(x) y 
EsfkL(x) [EsqkL

H(x) y EsfkL
H(x)]; también fueron calculados. 
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3) HqkL(x) y HfkL(x) [HsqkL(x) y HsfkL(x)]; kth índices cuadráticos y lineales locales 

[considerando el cálculo sobre hidrógenos unidos a heteroátomos, (X-H siendo 

X = O, N, S) no estocástico y estocástico, respectivamente. 

 

El conjunto de índices totales y locales computados para cada familia de 

descriptores moleculares es una caracterización única de cada compuesto y 

fueron utilizadas como variables independientes (parametrizando la estructura 

química) para el desarrollo de los modelos QSAR. 

 

Desarrollo y validación de la función discriminante 

A pesar de que existen varias técnicas quimiométricas para generar funciones 

discriminantes (FD), tales como SIMCA o redes neuronales (RNs), fue 

seleccionado el Análisis Discriminante Lineal (ADL) en orden de obtener funciones 

de clasificaciones sobre la base de la simplicidad del método (van de 

Waterbeemd, 1995).  

La función discriminante se obtuvo a través de un ADL utilizando el programa 

STATISTICA 5.5 (Statsoft, 1999). Las variables incluidas en las ecuaciones de los 

modelos fueron seleccionadas a través de un procedimiento de “paso hacia 

adelante” (‘Forward Stepwise’). En todos los casos la F y la tolerancia fueron 

estadísticos usados para el control del proceder de selección. Se utilizó,  como 

mínimo aceptable de tolerancia el valor de 0.01. 

La calidad estadística del modelo se determinó por el análisis de la lambda de 

Wilks (λ), que permite evaluar la hipótesis de que dos o más grupos provienen de 

poblaciones con las mismas medias para un conjunto de variables (Alzina, 1989; 

van de Waterbeemd, 1995). La λ de Wilks toma valores en el rango de 0 

(discriminación perfecta) a 1(no discrimina). También se desarrolló el cálculo del 

cuadrado de la distancia de Mahalanobis (D2) como criterio para determinar la 

existencia de dos poblaciones, la razón de Fisher (Fexp > Ftab, α = 0.05) y el número 

de variables en la ecuación. Otro factor que se tomó en consideración para 

evaluar la habilidad (poder discriminante) de la FD obtenida, fueron los porcientos 

de buena clasificación en cada uno de los grupos y del modelo en general en la 
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serie de entrenamiento (SE) (van de Waterbeemd, 1995).  La clasificación de los 

casos fue desarrollada por medio de la probabilidad de clasificación posterior.  

Los resultados de las probabilidades de clasificación para cada compuesto fueron 

dados utilizando el siguiente parámetro: ΔP% = [P(actv) - P(inactv)]x100, donde 

P(actv) es la probabilidad con que la ecuación clasifica un compuesto como activo. 

Contrariamente, P(inactv) es la probabilidad con que el modelo clasifica un 

compuesto como inactivo.  

Para acceder al poder predictivo del modelo QSAR-ADL obtenido, se desarrollaron 

procedimientos de validación interna y externa (Wold y Erikson, 1995; van de 

Waterbeemd, 1995). Así por ejemplo, para una exhaustiva prueba del poder 

predictivo de los modelos obtenidos, se utilizó una serie de validación cruzada 

(Serie de Predicción) (Wold y Erikson, 1995; van de Waterbeemd, 1995). 

Finalmente, los modelos desarrollados fueron utilizados en la 

selección/identificación in silico de nuevos paramfistomicidas utilizando 

procedimientos de escrutinio virtual masivo de grandes bases de datos de 

fármacos con otros usos terapéuticos. 

 
Base de Datos de los Compuestos Usados en la Obtención de los Modelos ADL-

QSAR. La aplicabilidad y la representatividad del presente método dependen de 

forma crítica de la selección de los compuestos que son utilizados como serie de 

entrenamiento para construir el modelo de clasificación. El aspecto más crítico en 

la construcción de la serie de entrenamiento es garantizar la gran diversidad 

molecular de la base de datos. En orden de asegurar esta diversidad molecular se 

seleccionó una base de datos compuesta por una gran cantidad de entidades 

moleculares, algunos señalados como paramfistomicidas y el resto con una serie 

de otros usos farmacológicos. La base de datos de compuestos activos se 

seleccionó considerando toda la representatividad de los diferentes núcleos 

estructurales (cabeza de serie) y los mecanismos de acción paramfistomicidas.  

El conjunto de la base de datos de compuestos se dividió aleatoriamente en dos 

subconjuntos. Uno de estos conjuntos se usó como serie de entrenamiento para el 

desarrollo de las funciones de clasificación y el otro se usó como serie de 
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predicción externa. Los compuestos incluidos en la serie de predicción externa no 

fueron empleados para el desarrollo de los modelos QSAR. Todos los compuestos 

fueron tomados de la literatura, fundamentalmente del Handbook Martin Negwer 

(Negwer, 1987) y de la base de datos ‘Merck Index’ (Chapman & May, 1996), 

donde los nombres, sinónimos y fórmulas estructurales para cada uno de los 

compuestos pueden ser encontrados. Un gran número de compuestos evaluados 

han sido tomados de la literatura especializada más actual.  

La base de datos para lograr la serie de entrenamiento de modelos QSAR 

utilizando descriptores TOMOCOMD-CARDD se formó con 35 compuestos 

químicos. El anexo 4 muestra los nombres de las drogas estudiadas, separadas 

en dos grupos, un grupo compuesto por 20 paramfistomicidas y el otro grupo por 

15 compuestos inactivos, ambos fueron usados como cabeza de serie de 

entrenamiento.  Una vez formada la serie de entrenamiento,  el conjunto de 

índices totales y locales fueron computados.  

 

Experimento 2 

Desarrollo  de un método para el desenquistamiento artificial de 
metacercarias de Paramfistómidos 
 
Obtención de metacercarias de Paramphistomum spp.- Las metacercarias 

empleadas en este estudio fueron obtenidas por la infección de caracoles 

dulceacuícolas Lymnaea humilis con miracidios de paramfistómidos provenientes 

del rastro municipal de Tuxpan, Veracruz, México (Castro-Trejo 1990); se 

mantuvieron a 4° C en bolsas de plástico hasta ser utilizadas en el laboratorio. 

Dentro del Laboratorio de Parasitología de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 

 Inicialmente y de manera preliminar, se realizaron diversos ensayos de 

desenquistamiento para Fasciola spp empleando métodos previamente descritos 

por Dixon (1966), Fried (1994), Smith and Clegg (1981), Tielens  et al. (1981) y 

Wilson (1998), las cuales fueron modificadas en este estudio. Los principales 

parámetros evaluados fueron: tiempo,  temperatura, medios de activación y 
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emergencia, exposición de CO2 y Nitrógeno, con la finalidad de determinar el 

máximo porcentaje de desenquistamiento. El método seleccionado para 

desenquistar artificialmente metacercarias de paramfistómidos fue mediante la 

metodología descrita y modificada de Smith y Clegg (1981).  

Una vez observada la viabilidad de las metacercarias, se colocaron en un tubo 

universal de vidrio con tapa de plástico de rosca con 10 mL de medio de activación 

(10 mL de agua destilada con 40 mg de dithionato de sodio [Sigma®]); se 

administró por burbujeo  CO2 durante 6 minutos, cerrando la tapa inmediatamente 

y sellando con cinta plástica autoadherible térmica (Parafilm®) y se  incubaron a 

39º C durante 1 hora. Posteriormente, se retiró el medio de activación, se  lavaron 

dos veces con 20 mL de agua destilada, se colocaron en 5 mL de medio de 

emergencia (10% bilis ovina en solución salina balanceada de Hank´s [Sigma®]) y 

se incubaron a 39º C durante 2 horas. Esta metodología fue repetida bajo las 

mismas condiciones durante 21 ocasiones, empleando 100 metacercarias por 

ensayo.  

Análisis estadístico.- Se realizó mediante un intervalo de confianza para una 

proporción al 95%. Además, se realizó una Prueba de Z para una proporción para 

determinar si la proporción de metacercarias desenquistadas era mayor a 50%, 

utilizando el software SPSS versión 10. 

 

 

Experimento 3 

Selección de un método de cultivo in vitro para mantener el desarrollo de 
fases inmaduras  y adultas de Paramfistómidos 

 
Condiciones para cultivo in vitro de paramfistómidos.- Con la finalidad de mantener 

condiciones asépticas adecuadas de manejo, las actividades  se realizaron 

utilizando una campana de flujo laminar en el Laboratorio de Parasitología de la 

FMVZ, UNAM. 
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Medios de cultivo.- Se utilizaron y compararon los medios de cultivo Hedon-Fleig, 

Rohrbacher (Fried, 1987) y RPMI 1640 sin glutamina (Sigma®). 

 

Cultivo de fases inmaduras.- Los paramfistómidos recién desenquistados (n=106) 

bajo condiciones de laboratorio, fueron puestos en cajas de cultivo de 24 pozos 

(Nunc®). Se colocó un paramfistómido por pozo en un volumen de 2 mL de medio 

de cultivo con antibióticos (50 UI /mL de penicilina, y 50 μg/mL de estreptomicina). 

Las cajas de cultivo se mantuvieron en un incubador a una temperatura de 37 °C 

con una atmósfera de CO2 al 5%. Cada 24 horas se cambió el medio de cultivo y 

se retiraron los paramfistómidos muertos. 

 

Cultivo de Fases adultas.- Con la finalidad de tener disponibles paramfistómidos 

adultos para el desarrollo del estudio, se administró por vía oral agua destilada con 

2000 metacercarias a dos ovinos pelibuey adultos machos con la intención de 

infectarlos. Los animales se mantuvieron en corrales de confinamiento en una 

unidad de producción ovina, en  Capuluhac, Edo. De México. Cabe señalar que 

uno de los animales expuestos murió a los 17 días postinfección. 

Se emplearon paramfistómidos adultos  de 110 días de edad (n=797); los cuales 

fueron obtenidos del rumen del animal infectado sobreviviente. Inicialmente los 

paramfistómidos se colectaron en cajas de Petri con medio de cultivo con el 

propósito de retirar restos de contenido ruminal; posteriormente, los 

paramfistómidos se colocaron en cajas de cultivo celular marca Nunc con tapa de 

rosca de 50 mL con el medio de cultivo y antibióticos (50 UI/mL de penicilina y 50 

μg/mL de estreptomicina) en una proporción de 5mL por paramfistomido. Se 

mantuvieron a 37 °C en un incubador de CO2  al 5%. El cambio de medio de 

cultivo se realizó cada 24 horas y se registró la mortalidad.  

 

Análisis estadístico.- Con la ayuda del software SPSS versión 10, se determinó el 

porcentaje de sobrevivencia de los paramfistómidos inmaduros y adultos en los 

tres medios de cultivo mediante un intervalo de confianza para una proporción y se 

realizó una prueba de Z para una proporción para identificar cuál de los medios de 
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cultivo mostró una proporción de sobrevivencia de paramfistómidos inmaduros y 

adultos diferente al 80%. 

 

Experimento 4 

Evaluación in vitro del posible potencial paramfistomicida de los 
compuestos seleccionados en el programa TOMOCOMD-CARDD 

 

Los procedimientos se realizaron en el Laboratorio de Parasitología de la FMVZ, 

UNAM; en condiciones asépticas, utilizando una campana de flujo laminar. 

De los compuestos seleccionados por el programa TOMOCOMD-CARDD con 

posible efecto paramfistomicida se evaluaron cinco: Acetaminofén (Química, 

UNAM); Guanfacina (Sigma®); Tiacetazona (Sigma®); 3,5,5-Trimethyl-oxazolidine-

2,4-dione (Sigma®) y Guanabenz (Sigma®). Adicionalmente se empleo la 

Oxyclozanida (Sigma®) como testigo positivo. 

 

Operación de ensayo para escrutinio en fases juveniles.- Con la metodología de 

desenquistamiento desarrollada en este trabajo se obtuvieron paramfistómidos 

recién emergidos para ser empleadas en este ensayo. Se utilizaron cajas de 

cultivo de 24 pozos (Nunc®)). Por cada pozo se depositaron 1.6 mL de medio de 

cultivo completo (Hedon-Fleig), 0.2 mL del compuesto solubilizado (en DMSO) y 

0.2 mL de medio de cultivo conteniendo 10 paramfistómidos. Los compuestos se 

probaron a concentraciones de 10. 5 y 2.5 μmol/mL; cada compuesto se evaluó 

por duplicado y se destinaron 12 pozos como testigo; 6 pozos conteniendo 0.2 mL 

de DMSO y 1.8 mL de medio de cultivo con 10 paramfistómidos y los otros 6 

únicamente 2 mL de medio de cultivo con paramfistómidos. El ensayo se mantuvo 

en periodo de incubación por 4 días a 37 °C bajo una atmósfera de CO2 al 5%. 

 

Operación de ensayo para escrutinio en fases adultas.- Se infectó con 2000 

metacercarias, vía oral, un borrego pelibuey, macho, adulto, el cual se mantuvo en 

un corral de la empresa “oviplan”, ubicada en  Capuluhac, Edo. de México con el 

fin de tener paramfistómidos adultos, sin embargo, a los 90 días postinfección se 
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registró la muerte del animal. Por lo anterior, nuevamente se infectaron 2 ovinos 

criollos, machos, adultos con 1000 metacercarias cada uno. Los animales se 

mantuvieron  en confinamiento en Querétaro, Qro. A los 117 días postinfección, se 

realizó a los animales un análisis coprológico mediante la técnica de 

sedimentación (MAFF, 1988) y se diagnosticaron como negativos a huevos del 

trematodo; a pesar del diagnóstico se sacrificaron a los 154 días postinfección 

encontrando en el rumen de uno de los animales únicamente 27 paramfistómidos 

adultos, los cuales fueron colectados. 

El compuesto probado fue el acetaminofén en dosis de 50 y 10 μmol/mL; 

utilizando 2 cajas de cultivo celular con tapa de rosca de 50 mL (Nunc®), 

conteniendo cada caja 4 mL  del compuesto solubilizado con 36 mL de medio de 

cultivo completo y 9 paramfistómidos adultos, una tercera caja fue destinada como 

testigo, únicamente con 40 mL de medio de cultivo completo y 9 paramfistómidos.  

 

Interpretación de la prueba.- Los trematodos fueron examinados cuidadosamente 

todos los días utilizando microscopio invertido a 40x. La actividad de los 

compuestos fue medida por comparación de la sobrevivencia de los 

paramfistomas bajo tratamiento con relación a los paramfistomas testigos no 

tratados. 

 

Experimento 5 

Evaluación del posible potencial paramfistomicida de dos compuestos 
seleccionados en el programa TOMOCOMD-CARDD 

 

Para este estudio se utilizaron 24 ovinos criollos machos entre 8 y 12 meses de 

edad, libres de la infección de paramfistómidos, los cuales fueron ubicados en una 

unidad de producción en Querétaro, Qro. En el día 0 cada animal fue infectado 

con 1000 metacercarias de Paramphistomum spp. En el día 93 los ovinos fueron 

diagnosticados coprológicamente, siendo negativos a huevos del trematodo. Sin 

embargo, se formaron 3 grupos, para realizar el tratamiento con dos de los 
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fármacos seleccionados de acuerdo con las pruebas in silico previas, el 

acetaminofén (n=6 ovinos) a dosis de 2 g/animal y el tiacetazona (n=5 ovinos) a 

dosis de 150 mg/animal; asimismo, se dejó un grupo testigo (n=12 ovinos) sin 

tratamiento. A los 15 días posteriores al tratamiento, se realizó un examen 

coprológico de los ovinos y fueron sacrificados para colectar los paramfistómidos 

presentes en el rumen utilizando la metodología descrita por Wood et al., (1995). 
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RESULTADOS 

Experimento 1 
Desarrollo, validación  y aplicación de modelos in silico en la descripción y 
predicción de la actividad paramfistomicida y selección de las moléculas 
para ser evaluadas 

 
Con el propósito de identificar compuestos con actividad paramfistomicida fueron 

obtenidas 4 Funciones Discriminantes sobre la base de los Descriptores 

Moleculares implementados en el programa TOMOCOMD-CARDD. En este  

sentido, fueron parametrizadas las estructuras moleculares haciendo uso de 

expresiones cuadráticas y lineales no estocásticas y estocásticas basadas en 

relaciones entre núcleos atómicos. 

Los modelos obtenidos, utilizando el análisis discriminante lineal (ADL) como 

técnica estadística (van de Waterbeemd, 1995a), se muestran a continuación: 

 
Modelo basado en Descriptores Moleculares TOMOCOMD-CARDD cuadráticos no 

estocásticos basados en relaciones de átomos  

Clasif = 4.0654 + 0.02225q3(x) – 1.20037 X 10-4 q7(x) – 0.02226 q2
H(x) – 9.552  

             X 10-5Hal q9L (x) + 7.5734 X 10 -8Hal q15L (x)                                                   (1) 

    N= 35           λ= 0.44         D2 = 5.23         F (5.29) = 7.4269             p < 0.0001 

Modelo basado en Descriptores Moleculares TOMOCOMD-CARDD  cuadráticos 

estocásticos basados en relaciones de átomos  

Clasif = 4.0065 + 0.5415s q0
H(x) – 3.5983s q4

H(x) + 2.9255s q6
H(x) + 3.7138s 

                 q9
H(x)   – 3.6020s q13

H(x)                                                                       (2) 

    N= 35           λ= 0.44         D2 = 5.17         F (5.29) = 7.3548             p < 0.0001 

Modelo basado en Descriptores Moleculares TOMOCOMD-CARDD lineal no 

estocásticos basados en relaciones de átomos  

Clasif = 3.3376 + 0.02758f3(x) – 7.56631 X 10-9 f15(x) – 0.04012 f2H(x) – 7.15764  

              X 10-5Hal f11L (x) + 1.98766 X 10 -6Hal f14L (x)                                                (3) 
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      N= 35                  λ= 0.44                F (5.29) = 7.1266               p < 0.0002 

Modelo basado en Descriptores Moleculares TOMOCOMD-CARDD lineal 

estocásticos basados en relaciones de átomos  

Clasif = 3.7919 + 1.3882s f0H(x) – 2.9855s f4H(x) + 10.2795s f11
H(x) +  

              1.1433s
f14

H(x) – 9.8674s f15
H(x)                                                              (4) 

     N= 35           λ= 0.49        D2 = 4.20         F (5.29) = 5.9642             p < 0.0007 

 Donde N es el número de compuestos, λ es el estadístico de Wilks, D2 es el 

cuadrado de la distancia de Mahalanobis y F es el estadístico de Fischer. 
 

En los cuadros 1 y 2 se muestran los valores de probabilidad de clasificación (%) 

obtenidos con cada modelo.  

Los modelos desarrollados fueron utilizados en la selección/identificación in silico 

de nuevos paramfistomicidas utilizando procedimientos de escrutinio virtual 

masivo de grandes bases de datos de fármacos con otros usos terapéuticos. De 

los resultados de las probabilidades de clasificación de cada compuesto se 

seleccionaron los compuestos clasificados como activos y se ordenaron en forma 

descendiente (Cuadro 3). A partir de estos resultados virtuales se escogieron: 

Guanfacina, Trimethadione, Tiacetazona, Guanabez y Acetaminofén, para 

posteriormente ser evaluados como paramfistomicidas. 

 

Los resultados obtenidos en el presente experimento fueron publicados en el 

Journal of Molecular Structure:THEOCHEM, con el artículo titulado: “Quadratic 

indices of the molecular pseudograph’s atom adjacency matrix and their stochastic 

forms: a novel approach for virtual screening and silico discovery of new lead 

paramphistomicide drugs-like compounds” (Anexo 5) 
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Experimento 2 

Desarrollo  de un método para el desenquistamiento artificial de 
metacercarias de Paramfistómidos 
 
La información obtenida de los ensayos preliminares se puede observar en el 

cuadro 4. La mejor tasa de desenquistamiento (87.5%) correspondió al ensayo 

número 29, el cual fue seleccionado para establecer la metodología de 

desenquistamiento requerida.  
 
Mediante la aplicación de esta metodología se obtuvo una proporción de 

desenquistamiento que va de 0.646 a 0.743 con una confianza de 95%, por lo que 

la proporción promedio de metacercarias desenquistadas en este estudio 

(69.45%) fue significativamente mayor al 50% (P<0.0001).  El desarrollo del 

presente método de desenquistamiento artificial de paramfistómidos se publicó en 

la revista Parasitology Research (Anexo 6).  

 

 

Experimento 3 

Selección de un método de cultivo in vitro para mantener el desarrollo de 
fases inmaduras  y adultas  de Paramfistómidos 

 
Fases inmaduras.- para los paramfistómidos recién desenquistados se registró un 

período de sobrevivencia de 10, 10 y 4 días en los medios Hedon–Fleig, 

Rohrbacker y RPMI, respectivamente. En el caso del medio Hedon-Fleig se 

observó una proporción de sobrevivencia entre 0.642 a 0.878 con una confianza 

de 95%, siendo ésta mayor con respecto a los otros dos medios de cultivo (cuadro 

5). Además, por la aplicación de la prueba de Z en el día 4, la proporción de 

sobrevivencia en el medio Hedon-Fleig fue 80% (P=0.4795), no observándose 

estos valores en los otros dos medios de cultivo. 
 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 Fases adultas .- Los paramfistómidos adultos sobrevivieron hasta el día 11 en los 

medios Hedon-Fleig y Rohrbacker y hasta el día 9 en RPMI. Como se puede 

observar en el cuadro 6, el  medio de cultivo  Rohrbacker  presentó una proporción 

de sobrevivencia entre 0.58 a 0.81 con una confianza de 95%. En el día 4 la 

proporción de sobrevivencia de paramfistómidos adultos en el medio Rohrbacker 

fue igual al 80% (P=0.081), quedando por debajo de este porcentaje los otros dos 

medios evaluados. 

Los resultados de la  comparación de estos medios de cultivo están descritos en el 

artículo publicado en  Parasitology Research (Anexo 6).  
 

Experimento 4 

Evaluación in vitro del posible potencial paramfistomicida de los 
compuestos seleccionados en el programa TOMOCOMD-CARDD 

 
Escrutinio en fases juveniles.- Los compuestos guanabenz, guanfacina y 

oxyclozanida mostraron 100% de eficacia en los tres niveles de dosis, al matar a 

todos los paramfistómidos desde el primer día del tratamiento. El acetaminofén, 

tiacetazona y 3,5,5-Trimethyl-oxazolidine-2,4-dione son compuestos que no 

mostraron eficacia paramfistomicida, ya que los paramfistómidos sobrevivieron en 

todas las concentraciones probadas durante el tiempo que duró el estudio, al igual 

que los paramfistómidos destinados como testigos sin tratamiento. 

 

Escrutinio en fases adultas.-  Los paramfistómidos adultos que fueron tratados con 

acetaminofén a dosis de 50  y 10 μmol/mL sobrevivieron los mismos días que los 

paramfistómidos que no recibieron tratamiento. 
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Experimento 5 

Evaluación del posible potencial paramfistomicida de dos compuestos 
seleccionados en el programa TOMOCOMD-CARDD 

  

El resultado del presente experimento no fue el esperado, ya que el diagnóstico 

coprológico negativo a huevos de paramfistómidos se comprobó en la revisión 

visual de los rumenes de los 23 ovinos sacrificados; y sólo se colectaron algunos 

especimenes adultos de paramfistómidos. Por tal motivo no fue posible evaluar el 

efecto paramfistomicida de los compuestos seleccionados. 

 
DISCUSION  

 
Se logró desarrollar modelos QSAR utilizando los índices cuadráticos y lineales 

(tanto totales como locales) no estocásticos y estocásticos basados en las 

relaciones entre átomo, obtenidos mediante el programa TOMOCOMD-CARDD 

que permiten la discriminación de la actividad. El aspecto más crítico de la 

construcción de una cabeza de serie de entrenamiento en modelos QSAR es 

garantizar la diversidad molecular. La cabeza de serie que se formo en el presente 

trabajo para computar los descriptores TOMOCOMD-CARDD  cumple con esta 

diversidad molecular, en  la figura 2 están representados algunos ejemplos 

estructurales de los compuestos, así como también la variedad en cuanto a su 

mecanismo de acción.  

De los porcientos de clasificación obtenidos en los índices cuadráticos 

estocásticos, y no estocásticos (ecuaciones 1 y 2), se resalta una buena 

clasificación global de 91.43%  y 88.57% respectivamente. Asimismo los índices 

lineales estocásticos y no estocásticos (ecuaciones 3 y 4) mostraron una  

clasificación global de 88.57%. Estos porcentajes indican la probabilidad con la 

que cada modelo predice la acción paramfistomicida. 

Los modelos QSAR obtenidos fueron empleados en procesos de escrutinio virtual 

de varias bases de datos con el propósito de identificar/seleccionar los candidatos 

más prometedores y separarlos de los menos potentes o inactivos. El criterio de 

selección de los cinco compuestos evaluados fue por la facilidad de adquisición, 

en cuanto a disponibilidad y costo del producto. 
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El método de desenquistamiento realizado en este estudio mostró aceptables 

porcentajes de paramfistómidos juveniles desenquistados (69.45%). Con esto se 

puede demostrar que la técnica modificada para la obtención de paramfistómidos 

recién emergidos, aunque no es la ideal, mostró ser superior en comparación con 

el método descrito por Gill y Bali (1988), el cual señala una proporción de 

desenquistamiento muy variable (2.5 al 57.7%), con un período de sobrevivencia 

de sólo dos horas. Es importante señalar que la información obtenida es muy 

valiosa en virtud de que hasta el momento los datos obtenidos respecto al 

desenquistamiento de Paramphistomum spp son muy limitados, ya que al realizar 

los ensayos preliminares de métodos de desenquistamiento para Fasciola spp, en 

los que obtienen alto porcentaje de desenquistamiento no mostraron ser tan 

eficaces en el trematodo en estudio. 

Como es sabido los métodos in vivo para evaluación de fármacos son costosos y 

en ocasiones incosteables si se quiere evaluar un gran lote de compuestos con 

posible potencial paramfistomicida. La mejora obtenida en este método  de 

desenquistamiento permitirá continuar con la implementación de otros métodos de 

cultivo, mismos que habilitarán las posibilidades de probar un mayor número de 

compuestos bajo condiciones in vitro. 

 

En lo referente al cultivo de paramfistómidos, el medio que mostró mayor eficacia 

para el cultivo de paramfistómidos recién emergidos fue el Hedon-Fleig, sin 

embargo, no fue de igual manera eficaz para el desarrollo de las fases adultas. Lo 

anterior se contrasta con los resultados obtenidos por Gupta et al (1982), quienes 

mencionan haber obtenido una elevada tasa de sobrevivencia tanto en 

paramfistómidos inmaduros como en adultos  utilizando el medio Hedon-Fleig. El 

medio de cultivo Rohrbacker fue el que permitió una mayor sobrevivencia de 

paramfistómidos adultos. Al respecto se ha descrito que este medio, bajo 

condiciones específicas, puede mantener vivas fasciolas adultas hasta por cuatro 

semanas (Fried, 1987). Los paramfistómidos inmaduros y adultos  no 

sobrevivieron más de 4 a 9 días, respectivamente, en el medio RPMI, el cual en 

combinación con suero sanguíneo, de acuerdo con Ibarra (1983) y con Ibarra y 

Jenkins (1984), puede proporcionar hasta 14 semanas de sobrevivencia para 
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Fasciola hepatica.  Es importante señalar que aún cuando Fasciola spp y 

Paramphistomum spp son trematodos, sus requerimientos nutricionales son 

diferentes entre si en virtud de su sitio de localización en el huésped.  

 

En la evaluación de compuestos in vitro en fases juveniles, el guanabenz y 

guanfacina mataron el 100% de los paramfistómidos en estudio, por lo cual 

mostraron ser altamente eficaces como paramfistomicidas. A este respecto,  Wood 

et al (1995) indican que los productos que muestren una eficacia entre el 90 y 98% 

son considerados como efectivos. De igual forma, y como se esperaba, la 

oxyclozanida que se utilizó como testigo positivo también eliminó a todos los 

paramfistómidos evaluados (100%). En el caso del acetaminofén, tiacetazona y 

3,4,5-Trimethyl-oxazolidine-2,4-dione, estos compuestos no mostraron ser 

eficaces (0% de eficacia). Asimismo, de acuerdo con el presente estudio, el 

acetaminofén en fases adultas tampoco mostró ser un compuesto eficaz contra 

paramfistómidos, ya que no eliminó a ningún paramfistomido. 

Tal vez un criticismo fuerte a señalar sobre este método de evaluación in vitro es 

la falta de mayor número de parámetros para estimar eficacia ya que al momento 

solo se evalúa con base a porcentajes de vivos y muertos. Desafortunadamente al 

momento no es posible incorporar otros parámetros que permitan hacer una 

evaluación más completa por lo que solamente aquellos compuestos que ejerzan 

un alto porcentaje de eficacia son los que realmente serán considerados como 

potenciales paramfistomicidas y aquellos que muestren un efecto limitado en los 

paramfistómidos posiblemente no serán detectados. Indudablemente se debe 

realizar mayor investigación a este respecto a fin de optimizar estos sistemas  de 

evaluación in vitro. 

En el procedimiento de selección de un medio de cultivo para fases adultas, era 

indispensable el contar con paramfistómidos adultos, por lo que se protocolizó la 

infección inducida en dos ovinos con 2000 metacercarias por vía oral cada uno; si 

bien se colectaron 1106 paramfistómidos del rumen de uno de ellos, el otro animal 

murió a consecuencia de una enteritis hemorrágica. Posteriormente, para la 

evaluación in vitro de los compuestos, se infectó nuevamente otro animal con la 

misma dosis (2000 metacercarias), el cual también murió por la misma causa, lo 

anterior, sugiere que la paramfistomosis inducida fue la causa probable de muerte, 
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el buen número de paramfistómidos adultos colectados del rumen del animal 

sobreviviente y la insuficiente disponibilidad de metacercarias viables, encaminó a 

tomar la decisión que para las siguientes infecciones artificiales en ovinos se 

emplearían únicamente 1000 metacercarias; sin embargo, los siguientes dos 

borregos infectados para la evaluación in vitro en fases adultas de los 

compuestos, resultaron negativos al examen coproparasitoscópico y en la 

necropsia, sólo en uno de los ovinos se colectaron algunos paramfistómidos 

adultos, lo cual limitó dicha evaluación.  

De igual manera, los 24 ovinos destinados a la evaluación in vivo no manifestaron 

una alta infección a paramfistómidos requerida para poder llevar a cabo el 

experimento; por lo que se puede inferir que la dosis de 1000 metacercarias no es 

suficiente en condiciones experimentales; o que a pesar de que las metacercarias 

lucían viables, no fueron lo adecuadamente infectivas para desarrollar la 

enfermedad, ya que no es fácil reunir 24,000 metacercarias de paramfistómidos de 

la misma edad. Además, es necesario señalar de que existe una susceptibilidad 

individual y al tratarse de seres vivos, unos animales aceptan en mayor porcentaje 

la infección que otros (Ibarra, 1997).  

Finalmente, y a pesar de que no se pudo evaluar el efecto paramfistomicida  in 

vivo de los compuestos con otro efecto terapéutico seleccionados in silico, el 

trabajo resulta relevante en virtud que proporciona información importante para 

poder realizar futuras investigaciones in vitro con paramfistómidos y abre 

expectativas para continuar evaluando compuestos paramfistomicidas que al 

momento son inexistentes. 
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CONCLUSIONES 
 

De los resultados presentados y la discusión de los mismos se derivan las 

siguientes conclusiones: 

 

Los modelos QSAR desarrollados empleando descriptores TOMOCOMD-CARDD 

fueron utilizados para seleccionar e identificar in silico algunos compuestos 

indicados con otros usos que indicaban tener un posible potencial  

paramfistomicida. 

El método de desenquistamiento artificial de metacercarias de paramfistómidos 

utilizado en el presente estudio, generó un porcentaje superior (69.4%) a lo 

previamente reportado. 

Se encontró que el mejor medio de cultivo para la sobrevivencia in vitro de 

paramfistómidos fue Hedon-Fleig y Rohrbacher para fases inmaduras y adultas, 

respectivamente. 

Los compuestos  Guanabenz y Guanfacina mostraron ser altamente eficaces 

como paramfistomicidas in vitro contra fases juveniles. 
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Cuadro 1.- Porcentaje de Clasificación de los índices cuadráticos 

(modelos QSAR) en la  serie de entrenamiento 

 

 

Cuadro 2.- Porcentaje de Clasificación de los índices lineales (modelos 
QSAR)                  en la  serie de entrenamiento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 3.- Selección de compuestos con posible efecto paramfistomicida 
                    (DP %= probabilidad de clasificación) 

       
 Cuadrático no estocástico (Eq. 1) 

 
 
% Correcto            ( - )                ( + )    

 

 Cuadrático estocástico (Eq.2) 
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 Lineal no estocástico (Eq. 3) 
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 Lineal estocástico (Eq. 4) 
 

 
% Correcto         ( - )                 ( + )     

 
 
Grupo inactivo (-) 

 
86.67 

 
13 

 
2 
 

 
86.67 

 
13 

 
2 

 
Grupo activo   (+) 

 
90.00 

 
2 

 
18 
 

 
90.00 

 
2 

 
18 

 
Total  

 
88.57 

 
14 

 
20 

 
88.57 

 
15 

 
20 

Neevia docConverter 5.1



  
ÍNDICES 

CUADRATICOS

ÍNDICES 
CUADRATICOS 
ESTOCÁSTICOS

ÍNDICES 
LINEALES 

ÍNDICES 
LINEALES 

ESTOCÁSTICOS   

COMPUESTOS DP% DP% DP% DP% MEDIA 

 Aliflurano 100.00 99.89 99.79 98.27 99.48 

 Bromnitrofenidol 100.00 99.03 99.79 98.34 99.29 

 Hexacloruro de benceno 99.90 99.42 99.41 98.64 99.34 

 Pentaclorofenol 99.66 99.38 99.02 98.65 99.17 

 Melamina 99.25 98.23 98.86 98.75 98.77 

 Acido etidronico 98.39 98.47 98.54 99.08 98.62 

Arsenamida 99.81 97.91 97.83 99.84 98.84 

Tiacetaisamida 99.68 97.77 97.35 99.89 98.67 

Hexaclorofeno 99.66 97.89 99.56 95.26 98.09 

Clorfenacemida 99.64 96.78 98.65 98.93 98.50 

Dulofibrato 99.40 97.54 99.15 95.32 97.85 

Ácido clodronico 99.91 95.11 99.83 95.41 97.56 

 AcidoO-acetyl-3-iodosalicilico  97.93 96.15 98.59 98.58 97.81 

2,2,2 tricloro-4-

hidroxyacetanilida 99.94 98.07 99.65 93.87 97.88 

Fluoxyplin 99.89 97.25 99.62 93.09 97.44 

Tricloroeteno 99.85 97.19 98.06 94.51 97.4 

Tiosemicarbazona 97.35 99.29 92.33 99.88 97.21 

Guanfacina clorhidrato 98.96 93.74 97.49 98.43 97.15 

Guanamina 99.65 94.33 99.19 95.54 97.17 

5-amino-1-fenil-1H tetrazol 99.49 94.86 99.15 95.49 97.24 

Mecytosina 97.24 97.03 96.91 97.06 97.00 

SQ 18506 99.56 93.42 98.93 96.36 97 

Trimetadiona 99.64 93.49 96.90 97.28 96.8 

CGS 4270 96.17 97.86 92.66 99.04 96.43 

Timofibrato 99.79 92.17 97.70 96.00 96.41 

1-fenilsemicarbazida 98.28 95.33 94.55 98.20 96.59 

3,4,5,6 tetrabromo-O-cresol 96.81 98.29 94.67 97.69 96.86 

Aminometazol bitartrato 98.36 93.41 96.62 97.02 96.34 

Tiacetazona 97.17 96.78 92.09 98.94 96 

2,4,6 tribromo-3-metilfenol 96.58 96.94 95.89 96.10 96 

Guanabenz acetato 97.18 95.79 94.47 97.63 96.26 

 Acido acético  

O-Carbamoylpenoxi  95.81 97.25 93.12 97.86 96.01 

Guanoxabenz hidroclorido 98.71 95.28 96.18 92.86 95 

Acetaminofén 95.08 95.84 93.36 97.98 95.56 

4-hidroxyacetanilida 95.08 90.35 93.36 97.98 94.19 
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Cuadro 4.- Ensayos preliminares para selección del mejor método de 
desenquistamiento para Paramphistomum spp 

Medio de activación 

T 

(°C) 

Tiempo de 

incubación 

(Min) Medio de emergencia 

T 

(°C) 

Tiempo de 

incubación 

(Min) 

Porcentaje de 

desenquistamiento Ensayo

Pepsina + ácido clorhídrico, 

hidrosulfito de sodio + CO2  37.8 30 Acido taurocólico 37 120 0 1

Pepsina + ácido clorhídrico, 

hidrosulfito de sodio + CO2 37 30 Acido taurocólico 37 120 9 2

Pepsina + ácido clorhídrico, 

hidrosulfito de sodio + CO2 37 30 Acido taurocólico 37 120 0 3

Pepsina + ácido clorhídrico, 

hidrosulfito de sodio + CO2 37 75 Acido taurocólico 37 145 10 4

Dithionato de sodio + CO2 

37 60

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 160 55 5

Dithionato de sodio + CO2 

37 130

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 100 40 6

Dithionato de sodio + CO2 

37 65

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 120 47 7

Dithionato de sodio + CO2 

37 60

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 120 40 8

Dithionato de sodio + CO2 

37 70

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 180 42 9

Dithionato de sodio + CO2 

36.5 60

Solución Hank’s + bilis 

bovina 36.5 165 65 10

Dithionato de sodio + CO2 

37 60

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 210 0 11

Dithionato de sodio + CO2 

37 70

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 120 0 12

Dithionato de sodio + CO2 

37 65

Solución Hank’s (sigma)+ 

bilis bovina 37 150 6 13

Dithionato de sodio + CO2 

37.5 90

Solución Hank’s (sigma)+ 

bilis bovina 37 125 0 14

Dithionato de sodio + CO2 

37.5 80

Solución Hank’s (sigma)+ 

bilis bovina 37 120 0 15

Pepsina + HCl + Dithionato de 

sodio + CO2 38 33

Acido taurocólico + RPMI 

(sigma) 37 180 0 16

Pepsina + HCl + Dithionato de 

sodio + CO2 37 75

Acido taurocólico + RPMI 

(sigma) 37 120 0 17

Dithionato de sodio + CO2 37 80

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 125 0 18

Dithionato de sodio + CO2 37 60

Solución Hank’s + bilis 

bovina + Acido taurocólico 37 120 9 19

Dithionato de sodio + Pepsina 

+ CO2 37 60

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 125 12 20

Dithionato de sodio + CO2 

(30%) N (70%) 36 180

Solución Hank’s + bilis 

bovina 36 125 0 21

Dithionato de sodio + CO2 

(30%) N (70%) 36 180

Solución Hank’s + bilis 

conejo 36 120 0 22

Dithionato de sodio + CO2 

(30%) N (70%) 35 180

Solución Hank’s + bilis 

bovina + Acido taurocólico 35 120 0 23
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Dithionato de sodio + Pepsina 

+ CO2 (30%) N (70%) 35 180

Solución Hank’s + bilis 

bovina 35 120 0 24

Dithionato de sodio + CO2 

(30%) N (70%) 36 180

Solución Hank’s + bilis 

conejo + Acido taurocólico 37 120 0 25

Dithionato de sodio + Pepsina 

+ CO2 (30%) N (70%) 36 180

Solución Hank’s + bilis 

bovina 37 120 0 26

Dithionato de sodio + CO2 37 60

Solución Hank’s + bilis 

ovina 39 120 41 27

Dithionato de sodio + CO2 38 60

Solución Hank’s + bilis 

ovina 39 120 73 28

Dithionato de sodio + CO2 39 60

Solución Hank’s + bilis 

ovina 39 120 87 29

Dithionato de sodio + CO2 40 60

Solución Hank’s + bilis 

ovina 40 120 70 30

Dithionato de sodio + CO2 41 60

Solución Hank’s + bilis 

ovina 40 120 45 31

 

Cuadro 5.- Sobrevivencia al cuarto día de paramfistómidos inmaduros  

 
Medio de cultivo 

Proporción ± Error 

Estandar 

 
95% Intervalo de Confianza 

Hedon-Fleig 0.7600±0.061 (0.642, 0.878) 

Rohrbacher 0.6863±0.066 (0.559 0.814) 

RPMI 1640 0.0182±0.018 (-0.017, 0.053) 

 
 
 
Cuadro 6.- Sobrevivencia al cuarto día de paramfistómidos adultos 

 
Medio de cultivo 

Proporción ± Error 

Estandar 

 
95% Intervalo de Confianza 

Hedon-Fleig 0.53 ± 0.0532 (0.76, 0.92) 

Rohrbacher 0.72 ± 0.0561 (0.58, 0.81) 

RPMI 1640 0.29 ± 0.11 (0.0134, 0.56) 

 
 
 

 

 
 
Figura 1. TOMOCOMD-CARDD Software: A, Ventana para seleccionar el módulo de 
trabajo. B, Interfaz gráfica del subprograma de diseño de fármacos  
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Figura 2.- Ejemplos de las estructuras que conforman la cabeza de serie 
Ejemplos de Compuestos Activos 

Neevia docConverter 5.1



Cl

Cl

ClCl

Cl

Cl

 
Hexacloroetano 

S

Cl

Cl
OH OH

Cl

Cl  
Bitionol 

H3CO P

O

H3CO

CCl3

OH  
 

Triclorfan 

O
H
N

Cl

NO2
HO

Cl
Niclosamida 

N O

 
Metiridine 

S N

H
N

NH
O

O  
Fenbendazol 

S
O

O

O

O

Cu

 
Sulfato de cobre 

 

N

N SH

 
Levamisol 

N

N

O

O

 
Prazicuantel 

HN

S

H
N

NH
NH

O

O

O
O O

Febantel 

 

Ejemplos de Compuestos Inactivos 

 
OH

I NO2

CN  
Nitroxinil 

Cl

Cl

Cl

N

O

N

 
Hetolin 

 

S

H
N

 
 

Fenotiazina 

 

S
O

O
NH2

NH2

S
O

O
H2N

ClCl

Cl

 
Clorsulon 

S N

H
N

NH
O

O
 

Albendazol 

S

NO2

N

HN

H
N

OCH3

SO3H

O
Netobimin 

Cl

O

Br

P
S

O

O

Profenofos 

O
H
N

II
Cl

O

Cl

 
Rafoxanida 

 
 

 

 
 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 
 

Anexo 1. Matriz de adyacencia entre vértices (átomos) del seudógrafo molecular de orden cero, uno y 
dos y matrices locales de estos órdenes de cada uno de los tres fragmentos mostrados en la molécula 
de alcohol 1-metilalílico (But-3-en-2-ol)  

H2C

CH3

OH1
2

3
4

5

F3

F2

F1

 
Estructura Molecular del 

Alcohol 1-metilalílico  

(But-3-en-2-ol) 

X = [C1 C2 C3 O4 C5]  Vector Molecular: X∈ℜ 5 y ℜ 5∈E;  

                                 E: Espacio vectorial Molecular 

 En la definición de X, como vector molecular, los símbolos químicos de los 

elementos son usados para indicar el valor de electronegatividad 

correspondiente. Es decir, si nosotros escribimos O esto significa χ(O), 

electronegatividad de Mullinken del oxígeno o alguna otra propiedad  atómica, 

que caracterice cada átomo en la molécula. Por tanto, si nosotros utilizamos las 

bases canónicas de R5, las coordenadas del vector  X coinciden con los 

componentes del propio vector molecular (X). 

Xt =[2.63 2.63 2.63 3.17 2.63] 

Xt = transpuesto de X y este es el vector de coordenadas de el vector molecular, 

X, en la base canónica de R5 (una matriz fila) 

X: vector de coordenadas del vector molecular, X, en la base canónica de R5 

(una matriz columna) 

Matriz de Adyacencia entre Vértices (Átomos) del Seudografo Molecular de Orden Cero, Uno y Dos 
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Matrices Locales de Orden cero, uno y dos  de cada uno de los tres Fragmentos Mostrados en la Molécula de 

Alcohol 1-metilalílico (But-3-en-2-ol).  
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Anexo 2. Definición y cálculo de índices lineales a la molécula 2-

Aminobenzaldeído 
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2-Aminobenzaldehido 

 

Estructura Molecular 
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N9

 
Seudograf o Molecular (G)

(Átomos de H-suprimidos)

X = [O1, C2,  C3, C4, C5, C6, C7, C8, N9]Vector 

Molecular: X∈ℜ 9  

En la definición de X, como vector molecular, el 

símbolo químico de cada elemento fue usado para 

indicar el correspondiente valor de electronegatividad. 

Es decir: Si nosotros escribimos O estos significa χ(O), 

electronegatividad de Mullinken (Cotton, 1970) o otra 

propiedad atómica, que caracterice cada átomo. Si 

nosotros utilizamos las bases canónicas de ℜ 9, las 

coordenadas de cualquier vector molecular X coincide 

con los componentes del vector molecular. 

[X] = [3.17, 2.63, 2.63, 2.63, 2.63, 2.63, 2.63, 2.63, 2.33] 

[X]: vector columna de coordenadas de X  en la base 

canónica de  R9 (una matriz de  nx1). 
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Los índices lineales locales para cada átomo de primer orden son calculados utilizando una aplicación 

lineal; f1(xi): ℜ n→ ℜ n  tal que, f1(O1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, N9) = (2C2, 2O1+1C3, 1C2 

+1C3+1C4+1C8, 1C3+1C4+1C5, 1C4+1C5+1C6, 1C5+1C6+1C7, 1C6+1C7+1C8, 1C3+1C7+1C8+1N9, 1C8) = 

(5.26, 8.97, 10.52, 7.89, 7.89, 7.89, 7.89, 10.22, 2.63) y el índice lineal de toda la molécula (total) de primer 

orden es un funcional lineal; )()(
1

11 i

n

i
xfxf ∑

=

= =f1(O1) + f1(C2) + f1(C3) + f1(C4) + f1(C5) + f1(C6) + 

f1(C7) + f1(C8) + f1(N9)= 69.16 

Índices lineales totales y locales de orden0-5 (k = 0-5) 
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Átomo (i) f0(xi) f1(xi) f2(xi) f3(xi) f4(xi) f5(xi) 

O1 3.17 5.26 17.94 42.08 146.96 400.72 

C2 2.63 8.97 21.04 73.48 200.36 676.25 

C3 2.63 10.52 37.6 116.2 382.33 1193.57 

C4 2.63 7.89 26.3 87.57 277.41 894.29 

C5 2.63 7.89 23.67 73.64 234.55 739.87 

C6 2.63 7.89 23.67 73.34 227.91 721.81 

C7 2.63 7.89 26 80.93 259.35 820.73 

C8 2.63 10.22 31.26 105.08 333.47 1080.23 

N9 2.33 2.63 10.22 31.26 105.08 333.47 

Total 23.91 69.16 217.7 683.58 2167.42 6860.94 

 

Anexo 3. kth Potencias de las Matrices Estocásticas 
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 Anexo 4.- Fármacos empleados como cabeza de serie, clasificados como 

paramfistomicidas  (+) y sin actividad parmfistomicida (-)  
 

Eficacia Fármaco Huésped Dosis mg/kg 
Intestino  Rumen 

Clas 

Cupper Sulphate Ovino    + 

Tetrachloromethane Ovino    + 

Hexachloroethane Bovino   Ineficaz 

 Bovino 300-500  Alta 

 Bovino 0.2-0.3  Alta 

 Bovino 300  58% 

+ 

Hexachlorophene Bovino 10-18  Baja 

 Bovino 0.1  Moderada 

 Bovino 20 99.5% 100% 

 Bovino 15  30-40% 

 in vitro 10-3M  100% 

 Rumiantes 2g/ adulto  21-33% 

+ 

Bithionol Bovino 0.035-1  33% and 100% 

 Bovino 70  99.9 

 Ovino 25-100  92.7-100% 

 Bovino 25-30  99-100% 

 Bovino 75  Alta 

 Bovino 70-80  99.8% 

 Ovino 25-100  92.7-100% 

+ 

Thiobisdichloropheno Bovino 0.5 mL/kg  86.2-93.7% + 

Trichlorfan Bovino 50-100  86-95% + 
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Niclosamide Ovino   ~100% 

 Ovino 90  Alta 

 Rumiantes   Alta 

 Bovino 160 91-92.6%  

 Ovino 100 99.0% Baja 

 Rumiantes 65-75  90.0% 

 Ovino 100  99.31% 

 Ovino 100 96.3-96.5%  

 Bovino   100% 

 Bovino   92.3% 

+ 

Oxyclozanide Bovino 18.7 61-96% 56.5-98.1% 

 Rumiantess 15-20  Moderada 

 Bovino 18.6 y 10.2  76.6-87.5%  

and 97.9% 

 Bovino 30mL/100Kg  80.0% 

 Ovino 10 100%  

 Bovino 16.6  Eficaz 

 in vitro 10-3M  100% 

 Ovino 20  85.1-89.1% 

 Ovino/ 

bovino 

15/10  74-99%/ 

75-90% 

 Bovinos 10  98% 

 Cabras 15  Alta 

+ 

Niclofolan Rumiantes   Alta 

 ovino 6 97.5-96.5%  

 Bovino 3  36% 

 Bovino 3  90.0% 

+ 

Brotianide Rumiantes   Alta 

 Bovino 1.0mL/10Kg  84.7-90.8% 

+ 

CGA (2-tertiary-

butylbenzthiazole) 

Ovino 25 Alta Alta + 

Resorantel Ovino 65 Alta Alta 

 Bovino 65  90 

 Bvoino 65  100 

 Bovino 65  97 

 Cabras 65 100% 100% 

 Rumiantes 65  15-75% 

 Ovino 65  50-60% 

 Cabra 1  Alta 

+ 

Triclabendazole Ovino 10 y 100  Baja 

 Ovino 30   62.74% 

+ 

Levamisol in vitro   moderada 

 Ovino 7.5  81.56-99.4% 

+ 

Febantel Ovino y 

bovino 

100 93.9% 94.9% + 

Bethionol sulphoxide Rumiantes 40  ~100% 

 Rumiantes 50-70  96.5-100% 

+ 
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 Ovino 3g/40Kg  100% 

Methyridine Bovino 200  75-90% + 

Fenbendazole Ovino 2.2 y 4.4 27.0% and 69% Baja y 27% 

 Ovino 10  29.4-78.01% 

 Ovino 90  90-100% 

 Rumiantes 7.5 87.2%  

 in vitro   Ineficaz 

+ 

Dichlorophen  Bovino   Baja 

 Ovino 20  99.2-99.5% 

 Bison 20  100% 

+ 

Hexachloroparaxilol Bovino   Ineficaz 

 Ovino 400  46-75% 

- 

Phenotiazine Bovino 500  50% - 

Hetolin Bovino 0.04-0.3 g/kg  Low - 

Closantel Bovino 7.5  Ineficaz 

 Bovino 10  Ineficaz 

 Bovino 2.5  Ineficaz 

- 

Moxidectin Bovino 200  Ineficaz - 

Clorsulon Bovino 2  Ineficaz - 

Albendazole Ovino 20  Baja 

 in vitro   Ineficaz 

- 

Profenofos Ovino 25  Baja - 

Netobimin Ovino 15  Baja - 

Mebendazole in vitro   Ineficaz - 

Rafoxanide Bovino 3 10.1  

 in vitro 10-3M  100% 

- 

Oxfendazole Bovino 4.5  Ineficaz - 

Mintic Bovino   Ineficaz - 

Nitroxynil Ovino 10  Baja 

 Bovino 1.5mL/50 kg  40-80% 

 in vitro 10-3M  100% 

 Cabra   39.4% 

- 

Praziquantel Ovino 10  Baja 

 in vitro   Efectiva 

- 
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