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Abstract

The aim of the present study was to select from four vehicles the most suitable one to formulate an
experimental fascioliscide called Alfa. Twenty five fluke-free crosbred sheep were used. On day zero, all
animals were infected orally with 200 metacercariae of F. hepatica administered in a gelatin capsule. Only
15 sheep were reinfected each with another 200 metacercariae on week six. Sheep were divided ten weeks
after the infection in five groups of five animals each, providing that from the 15 reinfected animals 10 were
included in Groups 1and 2, and the remaining five ones were left in the control one. Groups 1to 4 were treated
with an oral dose of 15 mg/kg of body weight of the experimental compound, formulated with vehicles 1,
2, 3and 4, respectively, and Group 5 remained as the non-treated control one. All sheep were sacrificed two
weeks after the treatment, and all flukes in the liver were quantified. Efficacy was determined as the
percentage of fluke reduction. Results showed an efficacy against adult flukes of 100%, 100%, 92.4% and
77.0%, for Groups 1, 2, 3 and 4, respectively, and against juvenile flukes of 100% and 100% for Groups 1 and
2, respectively. It is concluded that coumpound Alfa formulated in vehicles number 1 and 2 exerted a 100%
efficacy against four week-old and 10 week-old flukes in sheep.
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Resumen

El objetivo del presente estudio fue seleccionar entre cuatro vehiculos, el idéneo para formular un
fasciolicida experimental denominado Alfa. Se utilizaron 25 ovinos criollos, libres de infecciéon por F.
hepatica, los cuales en el dia 0, fueron infectados por via oral con 200 metacercarias del parasito por borrego,
administradas en cdpsula de gelatina. En la semana 6, sélo 15 ovinos fueron reinfectados con otras 200
metacercarias por animal. Diez semanas después de la primera infeccion, los borregos fueron divididos en
cinco grupos de cinco animales cada uno, previendo que de los 15 ovinos reinfectados, 10 quedaran insertos
enlosgruposly2,ylos5restantes quedaran dentrodel grupo testigo. Asi, los grupos 1 al 4 fueron dosificados
por via oral, con 15 mg/kg del compuesto experimental, formulado con los vehiculos 1, 2, 3y 4, respectiva-
mente, y el grupo 5 fungié como testigo, sin tratamiento. A las dos semanas postratamiento, se sacrificaron
los ovinos y se cuantificaron las fasciolas en higado. La eficacia se determind con base en el porcentaje de
reduccion de fasciolas. Los resultados indicaron una eficacia contra fasciolas adultas de 100%, 100%, 92.4%
y 77.0%, para los grupos 1, 2, 3y 4, respectivamente, y contra fasciolas juveniles de 100% y 100%, para los
grupos 1y 2, respectivamente. Se concluye que el compuesto Alfa formulado con los vehiculos 1y 2, mostré
una eficacia del 100% contra fasciolas de 4 y 10 semanas de edad en ovinos, respectivamente.
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Introduccion

En virtud de la importancia econdmica que reviste
lafasciolasis en México,*?laindustria farmacéutica ha
introducido en el mercado un considerable nimero de
compuestos fasciolicidas,® los cuales o son importa-
dos, o se producen en México con materias primas
traidas del extranjero.* Por tal razén, es importante
desarrollar un compuesto fasciolicida en el pais.

En el Centro Nacional de Investigaciones Disciplina-
rias en Parasitologia Veterinaria, del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(CENID-PAVET del INIFAP), se ha estado realizando
el escrutinio in vitro e in vivo de diversos compuestos de
sintesisquimica, los cuales se hansintetizado en colabo-
racion con la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México, con la finalidad de
determinar el efecto potencial fasciolicida.>® Estos
farmacos son derivados bencimidazolicos que mues-
tran cierta similitud al triclabendazol,® compuesto que
hamostrado ser uno de los fasciolicidas méseficaces, en
virtud de extender su efecto contra todos los estadios
evolutivos de Fasciola hepatica 2101

De la seleccién in vitro de estos compuestos previa-
mente sintetizados, surgieron dos productos con acep-
table eficacia, que motivaron a llevar su evaluacion
biolodgica in vivo, en ovinos infectados experimental-
mente con F. hepatica, uno el 5-cloro-6-(1-naftoxi)-2-
metiltiobencimidazol, al cual se le denominé compues-
to Alfa, y dosel 5-cloro-6-(2-naftoxi)-2-metiltiobencimi-
dazol, o compuesto Beta. Cada producto fue probado a
las dosis de 10 y 15 mg/kg/via oral, obteniendo un
porcentaje de eficacia de 80.6 y 86.9 y 0.0 y 0.0 para
ambos compuestos, respectivamente.’

Con la idea de corroborar la eficacia conferida por
el compuesto Alfa, se utilizaron 50 ovinos que conte-
nian unainfeccion experimental con fasciolasde 4y 10
semanas de edad. Los animales se dividieron en 5
grupos de 10 animales cada uno. Los grupos 1 al 4
fueron tratados con el compuesto a una dosis oral de
10, 15, 22 y 30 mg/kg, respectivamente, dejando al
grupo 5 como testigo, sin tratamiento. La eficacia se
midié como porcentaje de reduccién defasciolasen los
grupos tratados con respecto al testigo, obteniendo
82.2%, 87.2%, 90.8% y 94.3% contra fasciolas de 4
semanas de edad y de 81.7%, 88.1%, 87.2% y 90.0%
contra fasciolas de 10 semanas de edad, respectiva-
mente.*?

De manera general, se observé que en los estudios
anteriormente mencionados, posiblemente la variabili-
dad de eficacia de los compuestos evaluados podia
atribuirse, en parte, a que los farmacos utilizados no se
administraban mediante un buen vehiculo que trans-
portara al compuesto Alfa en mayores porcentajes, que
contribuyeran a obtener una mejor absorcién. Por tal
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razon, el objetivo del presente estudio fue seleccionar
entre cuatro vehiculos, el mas adecuado para formular
al fasciolicida experimental Alfa.

Material y métodos
Localizacion del estudio

El presente trabajo fue realizado en el verano de
1998, enlasinstalacionesdel CENID-PAVET, del INIFAP
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderiay Desarrollo
Rural (SAGAR), localizado en el municipio de Jiutepec,
Morelos, México, que se localiza a 1 800 msnm.

Sintesis del compuesto Alfa

Lasintesis y formulacion de vehiculos para el com-
puesto Alfa se realiz6 en la Facultad de Quimica de la
UNAM, de acuerdo a lo descrito por Hernandez-
Campos.® Los ingredientes para formulacion son de
facil adquisicion en el ambito nacional, asi como los
reactivos para realizar la sintesis del compuesto, con
excepcion de uno; todos son de produccién mexicana.

VEHICULOS PARA FORMULAR AL COMPUESTO ALFA

Vehiculo 1

Pectina USP 15 g
Carboximetilcelulosa (baja viscosidad) 05 ¢
Carboximetilcelulosa (media viscosidad) 05 g
Sacarina USP 02 g
Metil parabeno 05 g
Propil parabeno 003 g
Vehiculo 2

Carboximetilcelulosa (baja viscosidad) 10 g
Carboximetilcelulosa (media viscosidad) 04 g
Sacarina USP 02 g
Metil parabeno 05 g
Propil parabeno 003 g
Sacarosa 08 g
Vehiculo 3

Propil parabeno 005 g
Metil parabeno 018 g
AzUcar 15.00 ¢
Carbopol 940 0.063 g
Goma de tragacanto 0.068 g
Metilcelulosa 025 g
Carboximetilcelulosa (media viscosidad) 0.013 g
Avicel PH 101 05 g
Vehiculo 4

Propil parabeno 002 ¢
Metil parabeno 018 g
Carboximetilcelulosa (media viscosidad) 12 g




Animales

Se utilizaron 25 ovinos criollos, de sexo indistinto,
entre 10y 12 semanas de edad, libres de infeccion por F.
hepatica, los cuales en el dia 0 fueron infectados por via
oral con 200 metacercarias del parasito por borrego,
administradas éstas en capsula de gelatina. En lasema-
na 6, sélo 15 ovinos fueron reinfectados con otras 200
metacercarias por animal. Dichas metacercarias fueron
obtenidas de caracoles Lymnaea bulimoides infectados
en el laboratorio con miracidios de origen bovino, los
cualesasuvez, fueron obtenidos de huevos del parasito
colectados de vesiculasbiliares obtenidasenel rastrode
la ciudad de Toluca, Estado de México, México.

Diez semanas después de la primera infeccién con
metacercarias, los ovinos fueron divididos en cinco gru-
pos de cinco animales cada uno, previendo que de los 15
ovinos reinfectados, 10 quedaran insertos en los grupos
1y 2,ylos5restantes quedaran dentro del grupo testigo.

Los tratamientos fueron administrados en una sus-
pensidnarazénde 0.3 ml/kg, que contenialas concen-
traciones de farmaco de acuerdo con el siguiente es-
guema: Grupo 1: Cada ovino fue dosificado por via
oral, con 15 mg/kg del compuesto experimental Alfa,
formulado con el vehiculo 1; grupo 2: Similar al ante-
rior, peroformulado conel vehiculo2; grupo 3: Similar
al anterior, pero formulado con el vehiculo 3; grupo 4;
Similar al anterior, pero formulado con el vehiculo 4,
grupo 5; Testigo infectado y sin tratamiento.

Quince dias después del tratamiento, todos los
ovinos fueron sacrificados para colectar las fasciolas
presentes en cada higado.

Evaluacion

La eficacia fue medida con base en el porcentaje de
reduccion de fasciolas presentes en los grupos trata-
dos con referencia al grupo testigo.

La metodologia utilizada para la evaluacién biolégica,
se realiz6 de acuerdo con lo realizado en estudios pre-
vios,*¥ el conteo de trematodos se llevé acabo de acuerdo
con Boray et al.,*® y el porcentaje de eficacia se determind
utilizando la férmula descrita por Wood et al.*®

Analisis estadistico

Lainformacidn obtenida fue sometida a un anélisis
de varianza, en el cual se compararon tratamientos
entre grupos, utilizando la metodologia descrita por
Burr-Foster.?

Resultados
Eficacia contra fasciolas adultas

En los grupos 1y 2 (tratamiento formulado con los
vehiculos 1y 2, respectivamente), no se colect6 ninguna
fasciola, por lo que el porcentaje de eficacia fue de 100.

Enelgrupo 3 (tratamiento formulado conel vehicu-
lo 3), se colectaron 21 fasciolas por grupo, con un
minimo de 3 y un maximo de 12 trematodos y un
promedio de fasciolas por animal de 4.2. El porcentaje
de eficacia obtenido para este grupo fue de 92.4

Enelgrupo4 (tratamientoformuladoconel vehicu-
lo4), se colectaron 64 fasciolas, obteniendo un minimo
de 13y un maximo de 45 duelas, generando un prome-
diode 12.8 parasitos por animal. Aqui el porcentaje de
eficacia obtenido para este grupo fue de 77.0.

En relacién con el grupo testigo sin tratamiento, se
colectaron 276 trematodos, el minimo y maximo de
fasciolas colectadas fue de 31 y 95, respectivamente,
generando un promedio de 55.2 duelas por animal.

El analisis estadistico indico diferencias significati-
vas (P <0.01) entre los grupos tratados con respecto al
testigo, asi como entre los grupos 1, 2y 3 con el grupo
4 (Cuadro 1).

Cuadrol
EFICACIA DEL COMPUESTO ALFA FORMULADO CON 4 DIFERENTES VEHICULOS EN OVINOS
INFECTADOS EN FORMA EXPERIMENTAL CON FASCIOLAS DE 10 SEMANAS DE EDAD

Numero de fasciolas Promedio
Grupo colectadas de fasciolas Eficacia
(5 animales) Vehiculo por grupo Min-méx por animal (%)
| 1 0 0 0 100°
I 2 0 0 100°
[ 3 21 3-12 42 92.4°
v 4 64 13-45 12.8 7
\% Agua 276 35-95 55.2 —2

abe = Difieren estadisticamente (P < 0.01).
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Cuadro?
EFICACIA DEL COMPUESTO ALFA FORMULADO CON LOS VEHICULOS 1Y 2 EN OVINOS INFECTADOS
EN FORMA EXPERIMENTAL CONTRA Fasciola hepatica DE CUATRO SEMANAS DE EDAD

Numero de fasciolas Promedio
Grupo colectadas de fasciolas Eficacia
(5 animales) Vehiculo por grupo Min-max por animal (%)
| 1 0 0 0 100°
1] 2 0 100°
\% Agua 110 9-38 22 —a

ab = Difieren estadisticamente (P < 0.01).

Eficacia contra fasciolas juveniles

En los grupos 1y 2 (tratamiento formulado con los
vehiculos 1y 2, respectivamente), no se colecté ninguna
fasciola, por lo que el porcentaje de eficacia fue de 100.

En el grupo 5 (testigo para fasciolas juveniles), se
colectaron 110 trematodos. EI minimo y maximo de
parasitos obtenidos fue de 9 y 38, respectivamente,
generando un promedio de 22.0 duelas por animal.

Los datos obtenidos indicaron alta significancia
(P < 0.01) entre los grupos tratados y el testigo sin
tratamiento (Cuadro 2).

Discusion

La literatura da cuenta de un gran namero de
fasciolicidas que en su mayoria son efectivos contrael
estado adulto del paréasito.® 2

Porotrolado, sélotriclabendazol®y diamfenetide?
han mostrado alta eficacia contra los estadios
inmaduros tempranos de F. hepatica.

En previos estudios en ovinos, el compuesto Alfa
mostré actividad promisoria contra estados adultos y
juveniles;*sin embargo, se contemplaba la necesidad de
incluirunvehiculo quefueracapaz de llevar el compues-
to al higado en porcentajes aceptables, para producir un
efecto mayor. De momento se desconoce laformaen que
los vehiculos utilizados intervienen en el transporte del
compuesto Alfaal higadoy mejoran su eficacia, de hecho
ya se estan realizando estudios sobre la farmacocinética
y toxicidad del compuesto, para conocer los porcentajes
de farmaco que se localizan en diferentes érganos y a
diferentes intervalos postratamiento.

Se considera que laformulacién del compuesto Alfa
con el vehiculo 1 fue lamaés adecuada, en virtud de que
el farmaco ya formulado se observaba perfectamente
homogeneizado, y daba a la suspension una facilidad
de manejo ideal al momento de administrarse.
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Aun cuando el farmaco suspendido en el vehiculo
2 se observaba sedimentado, y hubo necesidad de
agitar fuertemente laformulacién, los resultados obte-
nidos fueron muy buenos. Sin embargo, el compuesto
preparado con la formulacion 3 tomé un aspecto muy
espumoso y se desconoce si esto ultimo influyé para
que laeficacia conferida fueramenor alaobtenidacon
las formulaciones 1y 2.

En relacion con la eficacia conferida por el compues-
to formulado con el vehiculo 4, se observé que la
suspension se veiacon grumosal momento de adminis-
trarse, y al compararla con cualquiera de los grupos
formulados con los otros vehiculos evaluados, el por-
centaje de eficacia fue el mas bajo por lo que su utiliza-
cion futura para este compuesto queda descartada.

Jenkins? sefiala que en la busqueda de un nuevo
farmaco, perteneciente a un nuevo grupo quimico, es
necesario realizar el escrutinio bajo condiciones in
vitro de aproximadamente 10 000 compuestos, lo cual
€s una tarea que requiere una gran inversion de tiem-
po y dinero. En lo referente al compuesto Alfa, se
partié de la base de modificar la estructuraquimicade
derivados bencimidazolicos, los cuales han mostrado
tener efecto fasciolicida, situacién que directamente
compete al compuesto Alfa.

Los resultados obtenidos en este estudio son alta-
mente promisorios y se espera que en futuras evalua-
ciones del compuesto en bovinos, muestren similar
porcentaje de eficacia.

Se concluye que el compuesto Alfa formulado con
los vehiculos 1 y 2, mostré una eficacia del 100%,
contra fasciolas de 4 y 10 semanas de edad en ovinos,
respectivamente.
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