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Abstract

Fascioliscide activity of the compound 6-chloro-5-(1-naphtoxy)-2-methyltiobencimidazole, called alfa, was
evaluated against four- and eight week-old flukes in sheep. Fifty crossbred sheep were used and infected each
orally with 200 F. hepatica metacercariae. Four weeks postinfection, all animals were reinfected again with 200
metacercariae each. Eight weeks after the initial infection, when all animals were positive to Fasciola eggs, they
were randomly divided into 5 groups of 10 sheep each. Groups 1 to 4 were treated orally with 10, 15, 22.2 and
30 mg/kg of compound alfa, respectively. Group 5 remained as the non-treated control. Two weeks after the
treatment all sheep were euthanized in order to collect and count the flukes in the liver. Efficacy was
determined as the percentage of fluke reduction in the treated groups in comparison to the control one.
Results showed that at doses of 10, 15, 22.2 and 30 mg/kg of live weight, compound ALFA removed 4 week-
old flukes in 82.2%, 87.2%, 90.8% and 94.3%, respectively; and 8 week-old flukes were removed in 81.7%,
88.1%, 87.2% and 90.0%, respectively. Average efficacy for both 4- and 8-week old stages was 82.0%, 87.6%,
89.2% and 92.4% for the four concentrations, respectively. It is concluded that the efficacy exerted by

compound alfa was acceptable in terms of fascioliscide activity; being the dose of 15 mg/kg the most suitable
one.
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Resumen

Se evalué la actividad fasciolicida del 6-cloro-5-(1-naphtoxy)-2-methyltiobencimidazol, denominado com-
puesto alfa, contra fasciolas de 4 y 8 semanas de edad en ovinos. Se utilizaron 50 ovinos criollos, los cuales se
infectaron oralmente con 200 metacercarias de F. hepatica. Cuatro semanas después de la infeccion, todos los
ovinos fueron reinfectados cada uno con otras 200 metacercarias. Ocho semanas despues a la infeccién
inicial, cuando todos los animales estaban positivos a huevos del pariasito, fueron divididos al azar en 5 grupos
de 10 animales cada uno. Los grupos 1 al 4, fueron tratados oralmente con el compuesto a una dosis de 10,
15, 22.2'y 30 mg/kg de peso corporal, respectivamente. El grupo 5 permanecié como testigo sin tratamiento.
Dos dias después del tratamiento, todos los ovinos fueron sacrificados con el fin de colectar y contar las
fasciolas presentes en el higado. La eficacia se determiné como porcentaje de reduccién de fasciolas en los
grupos tratados, en comparacién con el testigo. Los resultados mostraron que a dosis de 10, 15, 22.2y 30 mg/
kg de peso vivo, el compuesto alfa removié fasciolas de 4 semanas de edad en un 82.2%, 87.2%, 90.8%, y
94.3% y fasciolas de 8 semanas en 81.7%, 88.1%, 87.2% y 90.0%, respectivamente. La eficacia promedio para
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ambos estadios de 4 y 8 semanas fue de 82.0%, 87.6%, 89.2 y 92.4%, para las respectivas concentraciones. Se
concluye que la eficacia fasciolicida, conferida por el compuesto alfa a las dosis administradas, fue moderada-
mente aceptable, siendo la dosis de 15 mg/kg la mas idénea.

Palabras clave: FASCIOLA HEPATICA, QUIMIOTERAPIA EXPERIMENTAL, OVINOS.

Introduccioén

La fasciolosis causada por Fasciola hepatica ocurre prin-
cipalmente en el ganado ovino y bovino de todo el mun-
do.! Su relevancia radica en cuantiosas pérdidas econémi-
cas que se producen por causas directas e indirectas eva-
luadas en mortalidad, baja produccién de carne y leche,
abortos y particularmente en el decomiso de higados en
el rastro cuando los animales son llevados a sacrificio,
entre otras.>?

El control de esta parasitosis se realiza generalmente
mediante el tratamiento con fasciolicidas, los cuales en su
mayoria afectan al parasito adulto. Los parasitos inmaduros
son de vital importancia en virtud de que al invadir el
higado, causan el mayor dano durante las primeras 10
semanas,! de ahi la necesidad de contar con compuestos
indicados contra los estadios inmaduros tempranos del
parasito.®

En el Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias
en Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET), del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecua-
rias (INIFAP), y en la Facultad de Quimica de la Universi-
dad Nacional Auténoma de México, se ha estado trabajan-
do en el disefio, sintesis y evaluacién bioldgica in vitro e in
vivo de diversos compuestos, en la bisqueda de eficacia
fasciolicida contra estadios adultos y juveniles.*’%° En un
estudio reciente (por publicarse) se determiné que un
compuesto experimental denominado alfa, administrado a
ovinos por via oral y a dosis de 10y 15 mg/kg, confirié una
eficacia de 80.6% y 86.9%, contra fasciolas adultas de 10
semanas, respectivamente. Estos resultados motivaron a
realizar el presente estudio que tuvo como objetivo evaluar
la eficacia fasciolicida del compuesto alfa a diferentes dosis,
contra fasciolas juveniles de 4 semanas de edad y adultas de
8 semanas en ovinos infectados experimentalmente.

Material y métodos
Localizacion del estudio

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del
CENID, Parasitologia Veterinaria, del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Desarrollo Rural (SAGAR).

Animales

Se utilizaron 50 ovinos criollos de indistinto sexo de 10
a 12 semanas de edad, libres de infeccién por F. hepatica,
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los cuales fueron infectados al dia 0 por via oral con 200
metacercarias del pardsito por ovino administradas en
cdpsula de gelatina. En la semana 4, los ovinos fueron
reinfectados con otras 200 metacercarias por animal. Di-
chas metacercarias fueron obtenidas de caracoles Lymnaea
bulimoides infectados en el laboratorio con miracidios de
origen bovino, estos dltimos fueron obtenidos de huevos
del parasito colectados de vesiculas biliares obtenidas en
el Rastro Municipal de Toluca, Estado de México.

Tratamiento

Ocho semanas después de la primera infeccién con
metacercarias, cuando los ovinos resultaron positivos a la
eliminacién de huevos del pardsito en heces,!° los anima-
les fueron divididos al azar en 5 grupos de 10 animales
cada uno y se procedié a administrar los tratamientos.
Los grupos 1, 2, 3 y 4 recibieron el compuesto alfa por via
oral en una dosis tinica de 10, 15, 22.5 y 30 mg/kg de peso
corporal, respectivamente, administrado en una suspen-
sién de dimetilsulféxido al 5% en agua destilada. El gru-
po b quedé como testigo sin tratamiento.

Examen coproparasitoscépico

En Jas semanas 0, 8 y 10, se tomaron muestras de heces
de cada ovino, para analizarlas mediante la técnica de
sedimentacién,' contabilizando el niimero de huevos pre-
sentes en un total de 5 g de heces/ovino.

Las actividades correspondientes se llevaron a cabo de
acuerdo al siguiente esquema:

DISENO EXPERIMENTAL

No. dematacercarias Exdmenes coprologicos Tratamiento Sacrificio

Grupos deF. hepatica/ovino Semanas sem.8  2da. sem.
(n=10) DiaQ Dia30 0 8 10 mg/kg/oral  postrat.

1 200 200 X X X 10 X

2 200 200 X X X 15 X

3 200 200 X X X 22.5 X

4 200 200 X X X 30 X

5 200 200 X X X Testigo X

Examen a la necropsia

Quince dias después del tratamiento con el compuesto
experimental, los animales se sacrificaron para colectar
del higado las F. hepatica presentes, determinando como
Juveniles aquellas fasciolas menores a 14 mm de largo, y
como fasciolas adultas aquellas con longitud superior a 14
mm, siguiendo la metodologia descrita por Boray ¢t al,"!



Cuadro 1
OBTENCION DE Fasciola hepatica DESPUES DEL TRATAMIENTO CON EL COMPUESTO ALFA EN OVINOS
INFECTADOS EN FORMA EXPERIMENTAL

Niimero de fasciolas
Grupo  Dosis mg/kg oral Juv**  Min.-Mdx x D.S. + EE***  Adultas Min.-Mdx. x DS. +EE. Total
1 10 25 1-11 2.5 42+13 20 0-7 2.0 25+£0.8 45
2 15 18 04 1.8 1504 13 04 13 14+04 31
3 22.5 13 0-6 1.3 19:0.6 14 06 14 1906 27
4 30 8 0-3 0.8 13+04 11 0-4 1.1 14+04 19
5 — 140 7-24 14.0 4-33 10.9 84+26 249

4815 109

* 10 ovinos/grupo.
** Juveniles

La eficacia se valord segun el porcentaje de reduccién
de fasciolas de los grupos tratados, con referencia al
grupo testigo, utilizando la férmula descrita por Powers et
al.'?

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza, utilizando el método descrito por Burr-Foster.!

Resultados

En el grupo 1, tratado con 10 mg/kg del compuesto, se
colectaron 25 fasciolas juveniles (X 2.5 fasciolas/animal) y
20 fasciolas adultas (X 2 Fasciolas/animal), en total 45
pardasitos. Asimismo, para todos los grupos se obtuvieron
los conteos minimos y maximos de fasciolas, asi como la
desviacién y error estandar correspondientes (Cuadro 1).

La eficacia alcanzada por el compuesto fue de 82.2%,
81.7% y.82.0%, contra fasciolas juveniles, adultas y su
promedio de eficacia global considerando la suma arit-
mética de los parisitos juveniles y adultos (Figura 1).
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Figura 1. Eficacia del compuesto alfa contra F. hepatica de 4 'y 8
semanas de edad en ovinos infectados experimentalmente.

*** Degviacion estandar + Error estandar.

En el grupo 2, dosificado con 15 mg/kg del compuesto,
se obtuvieron 18 fasciolas juveniles (% 1.8 fasciolas/ani-
mal), y 13 fasciolas adultas (% 1.3 fasciolas/animal), gene-
rando un total de 31 pardasitos en el grupo (Cuadro 1).

El firmaco confirié un porcentaje de reduccién de
fasciolas de 87.2%, 88.1% y 87.6% contra trematodos
Jjuveniles, adultos y su promedio global, respectivamente,
como se indic6 antes (Figura 1).

En el grupo 3, tratado con 22.5 mg/kg del compuesto,
se colectaron 13 fasciolas juveniles (% 1.3 parasitos/ani-
mal) y 14 fasciolas adultas (% 1.4 fasciolas/animal), obte-
niendo un total de 27 fasciolas para este grupo (Cuadro
1). Aqui la eficacia obtenida fue de 90.8%, 87.2% y 89.2%
contra fasciolas juveniles, adultas y en promedio global,
respectivamente (Figura 2).

En el grupo 4, dosificado con 30 mg/kg del compuesto,
se colectaron 8 fasciolas juveniles (X 0.8 pardsitos/ani-
mal) y 11 fasciolas adultas (X 1.1 fasciolas/animal), obte-
niendo un total de 19 fasciolas para este grupo (Cuadro
1). La eficacia obtenida fue de 94.3%, 90.0% y 92.4%
contra fasciolas juveniles, adultas y en promedio global,
respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Eficacia del compuesto alfa contra F. hepatica de 4 y 8
semanas de edad en ovinos infectados experimentalmente.
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Cuadro 2
ANALISIS COPROPARASITOSCOPICO DE OVINOS INFECTADOS EN FORMA EXPERIMENTAL CON F. hepatica
Y TRATADOS CON EL COMPUESTO ALFA

Promedio de huevos de F. hepatica / grupo

** Semana del Tx.
***Después del Tx.

Grupo+ 0* 8** Min.-Max. DS+ EEAN 10%** Min.-Max. D.S.+EE.
1 0 27.3 7-57 15.8£5.0 9.9 5-26 9.2+29
2 0 25.5 7-47 140+ 44 74 4-19 73+24
3 0 24.7 6-46 139+ 4.4 4.1 1-9 4111
4 0 24.1 6-46 14.0 + 4.4 14 1-4 2006
5 0 23.6 5-42 135+ 4.3 60.9 38-93 17.8 £ 5.6
Semanas: * Antes del Tratamiento (Tx),

~ Desviacion estandar + Error estandar + 10 animales/grupo.

En el grupo 5 (testigo), la colecta de fasciolas juveniles,
adultas y en promedio fue de 140 (X 14), 109 (X 10.9) y
249 (% 24.9), respectivamente (Cuadro 1). Asimismo, del
total de fasciolas colectadas, el 43.8% eran adultas y el
56.2% eran juveniles.

El resultado de los andlisis coproparasitoscépicos en el
dia 0, fue negativo en todos los animales, demostrando con
esto que al inicio del estudio todos los ovinos se encontra-
ban libres de la infeccién del parasito (Cuadro 2).

Ya en la semana.8, todos los ovinos eran positivos y
generaron un promedio de huevos de F. hepatica por
grupo de 27.3, 25.5, 24.7, 24.1 y 23.6 para los grupos 1, 2,
3,4y 5, respectivamente.

Cuando se realizé el mismo anilisis en la semana 10, los
ovinos de los grupos tratados disminuyeron su produc-
cién ovigera; obteniendo promedios de huevos por gru-
po de 9.9, 7.4, 4.1, y 1.4. En el grupo 5, el promedio de
huevos aumento6 a 60.9 huevos de F. hepatica (Cuadro 2).

El analisis estadistico indic6 diferencias significativas (P
< 0.01) en la eficacia ejercida por el compuesto en los
grupos tratados, con respecto al testigo. Esta significancia
fue demostrada tanto para fasciolas de 4 semanas de edad
como para fasciolas de 8 semanas. Al analizar la informa-
cién obtenida en forma global, considerando porcentajes
promedio de fasciolas de 4 y 8 semanas, se observé dife-
rencia significativa entre dosis (P < 0.01). De manera
general, el compuesto fue ligeramente mds eficaz contra
fasciolas juveniles de 4 semanas de edad, que contra
fasciolas adultas de 8 semanas.

Discusion

A través del tiempo, los bencimidazoles y probenci-
midazoles han probado ser altamente efectivos, primor-
dialmente contra una amplia gama de vermes gastro-
intestinales y pulmonares.'* Posteriormente, mediante la
modificacién de su estructura quimica algunos compues-
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tos como albendazol, netobimin, netobimin sulphoxido y
particularmente, triclabendazol, han mostrado actividad
significativa contra F. hepatica.'>'®

Novak y Blackburn'” sefialan que laactividad fasciolicida
de los bencimidazoles posiblemente se debe a la incorpo-
racién de uno o mds iones cloro en el anillo bencidico. El
compuesto alfa pertenece a los carbamatos bencimida-
z6licos, y al tener incluido un ion cloro posiblemente
parte de su eficacia se deba a éste.

En el presente estudio todas las dosis empleadas del
compuesto alfa fueron estadisticamente significativas (P <
0.01) al reducir fasciolas en los animales tratados con
referencia al testigo. Este hallazgo indica que el compues-
to alfa ofrece un potencial para controlar y eliminar
infecciones por fasciolas adultas y jévenes.

Por otro lado, la eficacia conferida por el compuesto a la
dosis de 15 mg/kg, fue ligeramente superior a aquellas
obtenidas a la misma dosis contra el estadio adulto de
fasciola de 10 semanas de edad seguin Ibarra Velarde! (en
prensa).

Wood et al.'® sefialan que un compuesto estindar supe-
rior al 90% de eficacia se considera como muy bueno, y
entre 80% y 90% se califica como moderadamente efecti-
vo. La eficacia conferida por el compuesto alfa puede
considerarse dentro del rango de buena en virtud de que
el compuesto demostré también ser eficaz contra estadios
inmaduros tempranos de 4 semanas de edad, caracteristi-
ca no aplicable a la mayoria de fasciolicidas existentes en
el mercad0.2.3.l7,19,20,21

Con base en estos resultados, se confirmé que 15 mg/
kg del compuesto alfa parece ser una dosis segura y
altamente eficaz contra fasciolas juveniles y adultas, en
virtud de haber sido bien tolerada sin observar ningin
efecto adverso en los ovinos.

Hasta el momento se desconocen algunos parametros
importantes tales como el grado de absorcién del com-
puesto, tiempo de permanencia en el plasma sanguineo y



tiempo de eliminacién del formaco, entre otros. Futuros
estudios a este respecto contribuirdn a mejorar posible-
mente la eficacia del farmaco.

En el presente estudio, los porcentajes de eficacia obte-
nidos contra fasciolas de cuatro semanas fueron ligera-
mente superiores a los obtenidos contra fasciolas de 8
semanas, indicando cierta semejanza con triclabendazol,*
el cual ha mostrado una eficacia superior al 80% contra
fasciolas de la misma edad,a dosis de 10 mg/kg de pesot#

Estos resultados también muestran similitud con aque-
llos obtenidos por Kingsbury y Rowlands* en el que utili-
zaron diamfenetida,**la cual ha demostrado ser altamen-
te eficaz contra los estadios juveniles de fasciola en ovinos.

También es pertinente aclarar que el compuesto alfa fue
administrado en una suspensién con dimetilsulféxido al 5%
en agua, por lo que se debe trabajar en la obtencién de un
vehiculo adecuado para formular el firmaco con el cual
posiblemente se pueda mejorar la eficiencia del compuesto.

Con referencia a la medicién de la longitud de fasciolas,
ésta fue realizada con la idea de observar posibles diferen-
cias en la talla de los parésitos de grupos tratados; sin
embargo, las fasciolas colectadas no parecieron haber
sido afectadas en su desarrollo como se ha demostrado
con closantel >

Finalmente, la eficacia obtenida con el compuesto alfa
es promisoria y se requiere realizar futuros estudios para
evaluar algunos de los parametros anteriormente sefiala-
dos, los cuales posiblemente habran de contribuir a mejo-
rar la eficacia de este compuesto experimental de disefio
y sintesis mexicana.

Se concluye que bajo las condiciones en que se desarrollé
el presente estudio, la eficacia fasciolicida, conferida por el
compuesto alfa a las dosis administradas, fue aceptablemente

buena, siendo la dosis de 15 mg/kg la mas idénea.
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