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RESUMEN

La eficacia de triclabendazol ha disminuido en los dltimos afios, debido a su uso
frecuente e inadecuado, dificultando el control de Fasciola hepatica en los animales
domesticos. Se conoce que la ivermectina administrada conjuntamente con
triclabendazol y con la intervencion de la proteina transportadora glicoproteina P,
incrementa la biodisponibilidad de triclabendazol aumentando su eficacia. El presente
trabajo evalu6 este efecto administrando ivermectina via oral y parenteral. El estudio
se realizé entre los meses de mayo y julio del afio 2013, en el predio San Francisco del
distrito Tumbadén de la provincia de San Pablo, Cajamarca. Se utilizaron 60 bovinos
hembras de la raza Holstein Friesian naturalmente infectados, en cuatro tratamientos
de 15 bovinos cada uno. Se realiz6 el test de reduccién de conteo de huevos (T.R.C.H)
mediante el método de sedimentacion natural cuantificada, tomando la muestra a los
28 dias pos tratamiento. Se obtuvo para triclabendazol una eficacia de 51,75+8.19%,
para triclabendazol maés ivermectina oral una eficacia de 56,64+8,12%, no habiendo
diferencia estadistica entre ambos resultados; en tanto que para triclabendazol mas
ivermectina subcutanea se obtuvo una eficacia de 69,93+7,52%, la cual si es
significativamente diferente a los resultados mencionados anteriormente (nivel de
confianza 95%). La eficacia de triclabendazol se incrementa solamente en 9,43%
cuando se administra con ivermectina oral. La eficacia de triclabendazol mas
ivermectina sub cutanea, se incrementa en 23,46% con respecto a la eficacia de
triclabendazol més ivermectina oral y 35,10% sobre la eficacia de triclabendazol.

Palabras clave: bovinos, Fasciola hepatica, triclabendazol, ivermectina, glicoproteina
P, eficacia, Cajamarca.
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ABSTRACT

The efficacy of triclabendazole has declined in recent years due to their frequent and
inappropriate use, difficult to control and prevention of Fasciola hepatica in animals. It
is known that ivermectin administered with triclabendazole and with the intervention
of the carrier protein P-glycoprotein, increases the bioavailability of increasing
efficiency triclabendazole. This study evaluated the effect ivermectin administered
orally and parenterally. The study was conducted between May and July 2013, on the
campus of San Francisco Tumbadén district of the province of San Pablo, Cajamarca.
Sixty naturally-infected female Holstein Friesian cattle were used in four treatments of
15 cattle each. Fecal egg count reduction test (F.E.R.C.T.) was performed by the
method of quantified natural sedimentation, taking the sample at 28 days pos
treatment. triclabendazole was obtained for an efficiency of 51,75 + 8,19% for more
triclabendazole oral ivermectin efficacy of 56,64 + 8,12%, with no statistical deference
between the two results, to triclabendazole more sub cutaneous ivermectin efficacy of
69,93 + 7,52% was obtained, the which if it is significantly different from previous
results (95% confidence level). The efficacy of triclabendazole is only increased by
9,43% when administered with oral ivermectin. triclabendazole more effective
ivermectin sub cutaneous, increases 23,46% compared to the effectiveness of oral
ivermectin triclebendazol more and 35,10% on the effectiveness of triclabendazole.

Keywords: cattle, Fasciola hepatica, triclabendazole, ivermectin, glycoprotein P,
efficiency, Cajamarca.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Fasciola hepatica es el parasito causante de la fasciolosis bovina, considerada en el
mundo como una de las enfermedades parasitarias mas importantes de los rumiantes
domésticos. Las alteraciones estructurales y metabdlicas que produce, son factores
limitantes de la produccién ganadera. Las pérdidas directas por decomisos de higados
son cuantiosas, aunque la mayor frecuencia de la forma subclinica hace que las
pérdidas indirectas sean superiores, no obstante, son mas dificiles de cuantificar y se
refieren a la reduccion de los indices de crecimiento, conversion alimenticia, a la
disminucion de la produccién lactea y carnica, a interferencias en la fertilidad y
fecundidad, a la mayor receptividad frente a otras infecciones, asi como costosos

tratamientos terapéuticos (Cordero et al, 1999).

Cajamarca cuenta con una poblacion de 661 400 vacunos y es la region mas
importante del pais en cuanto a produccion de carne de vacuno al producir 29,6 mil
toneladas durante el 2011 lo que representa 16, 6% del total nacional. En cuanto a la
produccion de leche, es la tercera cuenca lechera mas importante del pais, con 133 500
vacas en ordefio siendo la mayor poblacion de vacas en produccion por region (INEI,
2013). Sin embargo, la fasciolosis es una de las principales enfermedades,
constituyéndose en un importante problema sanitario, se estima en los centros de
beneficio una prevalencia de fasciolosis Bovina de 56,70% en la Region y de 80,8%
en la provincia de Cajamarca, con elevadas pérdidas econémicas por decomisos de
higados (Rojas y Palacios, 2009).

Ante este problema se utiliza farmacos fasciolicidas, como el principal medio de
control, siendo el triclabendazol, el de mayor uso en la ultima década, debido a su
eficacia frente a fasciolas de diferentes edades, a la oferta masiva de productos
comerciales en variadas presentaciones, diferentes porcentajes de concentracion con
indicaciones similares, y a precios bastante econdémicos. Esto, aunado al uso sin
criterio técnico, por parte de ganade sanitarios, técnicos agropecuarios, Yy

profesionales afines, ha contribuido a la disminucion de su eficacia. En un estudio

1



realzado en el predio Santa Elvira de la Sociedad Agricola de Interés Social (SAIS)
José Carlos Mariategui, se encontro una eficacia de 77% (Palomino y Rojas, 2011),
este resultado esta por debajo de la eficacia aceptada para triclabendazol que debe ser

mayor al 95% para realizar un efectivo control del parasito (Kassai, 2002).

Se ha demostrado in vitro que la ivermectina influye sobre la actividad de
triclabendazol y de su metabolito principal sobre Fasciola hepatica, llegando a
mejorar su eficacia hasta en 60%, tal como se ha comprobado en experiencias con
cepas resistentes. Probablemente este sea un camino que ayudara a ir reduciendo la
incidencia del fendbmeno de resistencia a los antiparasitarios y del triclabendazol en
particular. (Mottier et al. 2006). Por tal motivo el presente estudio se propuso
determinar la eficacia de triclabendazol mas ivermectina sobre Fasciola hepatica, en
bovinos hembras de la raza Holstein Friesian, del fundo San Francisco del distrito
Tumbadén, provincia de San Pablo, Cajamarca, para lo cual se planted los siguientes

objetivos especificos:

v Determinar la eficacia de triclabendazol oral mediante el test de reduccion de
conteo de huevos.

v Determinar la eficacia de triclabendazol oral mas ivermectina oral mediante el
test de reduccion de conteo de huevos

v Determinar la eficacia de triclabendazol oral mas ivermectina subcutanea
mediante el test de reduccion de conteo de huevos.

v Analizar la eficacia de triclabendazol, triclabendazol mas ivermectina oral y

triclabendazol mas ivermectina subcutanea.



2.1.

CAPITULO II

MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio.

En el distrito de Huerta de la provincia de Jauja region Junin, en el afio 2009 se
encontrd una eficacia de 34,9% para triclabendazol a los 28 dias pos
dosificacion, el estudio se realizo en 39 bovinos mediante la técnica de
reduccion del conteo de huevos (FECRT) (Chavez et al. 2012).

En Cajamarca se realizaron varios estudios para determinar la eficacia de
triclabendazol mediante el test de reduccién del conteo de huevos (T.R.C.H.)
Asi en el fundo Tartar de la Universidad Nacional de Cajamarca se obtuvo
2,8% de eficacia, el estudio se realizd en un total de 15 bovinos de diferente
edad. (Rodas y Rojas, 2007). En el predio Quebrada Honda, distrito de
Tumbadén, San Pablo, 81% de eficacia, en 15 bovinos Holstein hembras de
diferente edad (Teran y Rojas, 2010). En el predio Santa Elvira de la Sociedad
Agricola de Interés Social (SAIS) José Carlos Mariategui, se encontrd 77% de
eficacia, en 15 bovinos Holstein hembras, entre 13 y 31 meses de edad.

(Palomino y Rojas, 2011).

En estudios recientes se ha concluido que la ivermectina tiene la capacidad de
bloquear la Glicoproteina-P, incrementando la biodisponibilidad de los
metabolitos de triclabendazol (TCBZ) en ovinos. Estudios in vitro han
demostrado una interaccion farmacocinética entre TCBZ e ivermectina (IVM),
esta Gltima, influye sobre la actividad del TCBZ y de su metabolito principal
triclabendazol sulféxido, llagando a mejorar su eficacia hasta en 60% tal como
se ha comprobado en experiencias con cepas resistentes. Probablemente este
sea un camino que ayudara a recuperar la eficacia del TCBZ (Mottier et al.
2006).



2.2.

Base tedrica.

2.2.1. Fasciola hepatica.

Es el trematodo mas comudn del higado, prevalente en éareas templadas y en

regiones de gran altitud (Kassai, 2002), es el agente etiolégico de la fasciolosis

hepatica, una de las parasitosis mas importantes y difundidas del ganado

bovino en todo el mundo, la cual se caracteriza por una inflamacién del higado

y de los conductos biliares, con frecuencia de caracter crénico y acompafiada

de trastornos nutritivos (Cordero et al. 1999).También afecta a ovinos,

caprinos, camélidos, cerdos, equinos, y aun al hombre (Rojas, 1990), y a

muchas especies de animales salvajes (Blood y Radostits, 1992). Perteneciente

al Phylum Platyhelminthes, Clase Trematoda, Sub clase Digenea, Familia

Fasciolidae, Género Fasciola, Especie hepatica (Cordero et al. 1999).

Ciclo de vida. Las fasciolas adultas se ubican en los conductos biliares del
huésped, sus huevos descienden por dichos conductos y son excretados con
las heces (Blood y Radostits, 1992). Una fasciola adulta pone entre 2 000 a
8 000 (Ueno y Goncalves, 1998), incluso hasta 50 000 huevos/dia (Quiroz,
2011). Los huevos en el agua (especialmente fuera de las heces) incuban
entre tres a cuatro semanas dando lugar a una primera forma larvaria, el
miracidio, que abandona el huevo por el opérculo y nada en busca del
caracol hospedero del género Lymnaea ( Blood y Radostits, 1992).

El miracidio mediante su espolon cefalico y sustancias liticas originan un
agujero en la superficie de la cabeza o del pie del caracol, a través del cual
inyecta un conjunto de células blasticas que se encuentran en el interior del
miracidio; éstas se organizan en los tejidos del caracol, originando una
cavidad que constituye la segunda forma larvaria, el esporocisto, en cuya
pared interior se efectla una primera reproduccion asexual, dando lugar de
cinco a ocho redias. Estas, desarrollan, y a su vez en su interior, se realiza
una segunda reproduccion asexual llegando a formar 15 a 20 cercarias. Las
cercarias rompen la redia, abandonan el caracol y mediante un flagelo
nadan en busqueda de una superficie de adherencia, que generalmente son

las hojas de las hierbas del lugar, dando origen a la forma quistica llamada



metacercaria. El desarrollo en el caracol se demora alrededor de seis a siete

semanas (Rojas, 1990).

El desenquistamiento de las metacercarias tiene lugar en dos fases: la
primera 0 de activacién, acontece en el rumen y es activada por una alta
concentracion de didxido de carbono, ambiente reductor y temperatura de
39 °C; la segunda o emergencia ocurre en el intestino delgado, por debajo
de la desembocadura del conducto colédoco y es desencadenada por la bilis
y el propio parasito. Tras el desenquistamiento, las jovenes duelas
atraviesan la pared intestinal, el parasito emigra por el parénquima hepatico
asentandose definitivamente en los conductos biliares a partir de los 40 dias
aproximadamente, donde alcanzan la madurez sexual. Los primeros huevos
aparecen en las heces a partir de 55-56 dias desde la ingestion de las

metacercarias (Cordero et al. 1999).

Distribucion. Fasciola hepatica, es el trematodo mas importante para los
rumiantes domésticos, es la causa mas comun de enfermedad hepatica en
areas templadas del mundo. En EE. UU, es endémica a lo largo del Golfo
de Meéxico, la costa occidental, la region de las Montafias Rocosas y otras
areas. Se encuentra presente en el este de Canada, Columbia Britanica y
Sur América y tiene importancia econdmica especial en las islas britanicas,
oeste y este de Europa, Australia y Nueva Zelanda. (Merck y Co. Inc.
2007).

En el Peru, estd ampliamente distribuida, abarcando practicamente todos
los pisos altitudinales del pais, aunque con mucha menor frecuencia en la
selva baja. Se la encuentra por lo tanto en las regiones costa, yunga,
quechua, suni, puna y selva alta, siendo notoriamente mas frecuente en la
region quechua, donde se puede encontrar hatos con variada tasa de
infeccion, desde algunos casos hasta el 100%. Los margenes de
temperatura ambiental éptimos para el desarrollo del huevo estan entre 10 y
30 °C. La temperatura critica minima es de 10 °C, por debajo de la cual
tanto el caracol como las formas larvarias presentes en €l, entran en un
estado de diapausa o hibernacion. La humedad también es importante en la

estacionalidad y juntamente con la temperatura influyen en la dinamica



poblacional del caracol, que repercute en la produccion de cercarias y

obviamente en la de metacercarias (Rojas, 1990).

Fasciolosis. La fasciolosis hepética aguda y crdnica estd producida por
diferentes estadios de Fasciola hepatica en el higado. La forma aguda se
puede presentar a las cinco o seis semanas de haberse producido una
ingesta de gran cantidad de metacercarias desencadenando una invasion
rapida de fasciolas jovenes en el higado (Blood y Radostits, 1992), esto
causa una destruccion del parénquima hepatico dando lugar a una
insuficiencia hepética aguda, a lo que hay afiadir los efectos de la
hemorragia de la cavidad peritoneal y disminucion en la sintesis de
albumina. Las fasciolas inmaduras se alimentan de tejido hepatico pero
accidentalmente pueden ingerir una pequefia cantidad de sangre lo que
produce una discreta anemia durante las cuatro a cinco semanas de la
infeccion. La fasciolosis cronica se desarrolla lentamente debido a la
actividad de las fasciolas adultas en los conductos biliares, éstas producen
colangitis, obstruccion biliar, destruccion del tejido hepatico, fibrosis y
anemia (Blood y Radostits, 1992). Mediante el marcado de glébulos rojos,
con radioisotopos, se ha calculado la pérdida diaria por cada verme en

aproximadamente 0,5-1mL de sangre (Cordero et al. 1999).

v" Sintomas clinicos. Fundamentalmente depende de la cantidad y
frecuencia de ingestion de metacercarias, siendo los sintomas mas
frecuentes inapetencia, anemia, pérdida de peso, menores indices
productivos (Rojas, 1990). Los animales afectados se muestran
poco vivaces e incluso, letargicos, el edema submandibular y la

ascitis no son caracteristicas constantes (Cordero et al. 1999).

v Diagnostico. El diagnéstico de la fasciolosis puede realizarse
mediante la observacién de la sintomatologia, la utilizacion de
técnicas  especificas  (biopatoldgicas,  parasitologicas e
inmunoldgicas) y los hallazgos de necropsia (Cordero et al. 1999);
siendo el método mas difundido el recuento de huevos en la materia

fecal mediante la prueba de sedimentacion (Nari y Fiel, 2001;

6



Kassai, 2002). Los datos obtenidos de un muestreo de materias
fecales que sea representativo pueden ser expresados en forma
cuantitativa (Nari y Fiel, 2001). El hallazgo de 100 a 200 huevos
por gramo de heces en vacuno, indican una infeccién
probablemente patdgena, que requiere la aplicacion de un
fasciolicida (Cordero et al. 1999).

Tratamiento. La terapia de la fasciolosis debe ir dirigida tanto
contra las fasciolas adultas localizadas en los conductos biliares
como contra las formas inmaduras en migracion por el parénquima
hepatico con el fin de restaurar la funcion hepatica. Tambien para
disminuir al maximo la contaminacién de las pasturas con huevos
que multiplicaran la infectividad del potrero con metacercarias.
(Cordero et al. 1999). El uso de antihelminticos es la practica mas
comun empleada por el productor para la lucha contra los parasitos;
el objetivo es el de eliminar el agente causal de la enfermedad e
interrumpir la excrecion de los huevos con la materia fecal, para asi
prevenir la infeccién de los caracoles y la contaminacion de las
pasturas con metacercarias (Olaechea, 2004). Para tal fin existen
productos como rafoxanide, triclabendazol, clorsulén, closantel,
nitroxinil entre otros (Blood y Radostits, 1992).

Prevencion. La fasciolosis por su amplia distribucion entre los
rumiantes domésticos y muchas especies silvestres es dificilmente
erradicable, pero si puede controlarse combinando los tratamientos
antihelminticos con medidas higiénicas y el control del pastoreo. La
forma mas importante y generalizada de profilaxis en todo el mundo
es la aplicacion estratégica de fasciolicidas que eliminen los
parasitos de los animales infectados y que también contribuye a la
reduccion de la contaminacion de los pastos. La eleccion del
farmaco, aparte de consideraciones econémicas, debe basarse en el
conocimiento de su eficacia frente a las diferentes fases del

desarrollo de Fasciola hepatica (Cordero et al. 1999).



El hospedador intermediario de la Fasciola hepatica es un caracol
del género Lymnaea sp. de 5-8 mm de longitud y de 3-7 mm de
ancho, la concha es cénica, puntiaguda y posee de 3-4 espiras bien
marcadas. Se caracteriza por ser muy resistente a las condiciones
medio ambientales. En épocas de lluvia desarrolla todo su potencial
reproductivo, pero en las de sequia se entierra profundamente y alli
puede sobrevivir por varios meses (Parra, 1996). El control no es
facil, por medios fisicos se logra mejorando el drenaje, al reducir la
humedad el habitat de los caracoles cambia y mueren, el cercado de
areas pantanosas excluye los animales en pastoreo de zonas de
caracoles. El empleo de productos quimicos (molusquicidas) tiene
el inconveniente de incrementar la contaminacién ambiental,
romper el equilibrio bioldgico, sin embargo, a pesar de ser costoso,
es efectivo (Quiroz, 1995).

v' Importancia econdmica. Las alteraciones estructurales y
metabolicas que produce Fasciola hepatica son factor limitante de
la produccion ganadera. Las pérdidas directas por muertes o
decomisos son cuantiosas para la industria carnica, aunque la mayor
frecuencia de la forma subclinica hace que las pérdidas indirectas
sean superiores. No obstante, son més dificiles de cuantificar y se
refieren a la reduccion de los indices de crecimiento y conversion, a
la disminucidn de la produccién lactea y carnica, a interferencias en
la fertilidad y fecundidad, a la mayor receptividad frente a otras
infecciones, asi como costosos gastos terapéuticos (Cordero et al.
1999).

2.2.2. Triclabendazol.

Descripcion. Triclabendazol (TCBZ), es un antiparasitario activo contra
parasitos maduros e inmaduros de las especies de fasciola. Pertenece a la
familia quimica de los benzimidazoles (BZD), los cuales se caracterizan
por su amplio espectro de actividad un margen grande de seguridad y un
alto grado de eficacia (Merck y Co. Inc., 2007). Su denominacion quimica



es 5-cloro-6 — (2,3, diclorofenoxi) —2-metil-tio-1H- benzimidazol y su
formula es Ci14 Hg Cls N2 OS.

Caracteristicas fisicoquimicas. Polvo cristalino de color blanco a
ligeramente beige insoluble en agua; soluble en metanol y etanol y también

soluble en grado variable en otros solventes organicos.

Farmacocinética. Al igual que la mayoria de los BZD se administra por
via oral como suspension, pasta o polvo. Las diferencias en la tasa y
extension de la absorcion a partir del tracto gastrointestinal dependen de
factores tales como la especie, la posologia, la formula, la solubilidad y el

funcionamiento del reflejo esofagico (Merck y Co. Inc. 2007).

La administracién de TCBZ ocasiona una maxima concentracion sanguinea
de 15 partes por millon (ppm) entre 24 y 36 horas después de la aplicacion
declinando a 0,1 ppm en 10 dias. Se alcanza un nivel estable en 48 horas y
la curva de deplecidn tiene una vida media de 22 a 24 horas. Méas del 95%
de la dosis se elimina en las heces, aproximadamente dos por ciento en la

orina 'y menos de uno por ciento en la leche (Sumano y Ocampo, 1997).

Farmacodinamia y mecanismo de accion. En general, TCBZ es
rapidamente metabolizado a su metabolito activo el triclabendazol
sulféxido (TCBZSO0), no solo en el higado del hospedador definitivo sino
también en fracciones subcelulares del trematodo siendo este metabolito el
que genera el efecto antiparasitario para posteriormente ser nuevamente
sulfoxidado a la forma inactiva TCBZ sulfona elimindndose mayormente
de esta forma (Mottier, et al. 2004).

Todos los BZD acttan sobre los paréasitos interfiriendo su metabolismo
generador de energia, la gran mayoria inhibiendo la enzima fumarato
reductasa. El bloqueo del paso del fumarato reductasa inhibe la generacién
de la energia mitocondrial en la forma de Adenosin Trifosfato (ATP)
(Booth y McDonald, 1987).



Triclabendazol, ademas de blogquear el fumarato reductasa, también se fija a
la tubulina de los parasitos, lo que impide la union de las subunidades de
proteina alfa y beta de la tubulina y altera la funcion y estructura de los
microtibulos de las células de los parasitos. Los microtibulos son
estructuras intracelulares con varias funciones relacionadas con el
movimiento de los cromosomas durante la division celular, la absorcion de
nutrientes, la motilidad y el soporte estructural de la célula, el movimiento
de particulas intracelulares, la exocitocis y la comunicacion intercelular
(Méarquez, 2007).

El efecto farmacologico de los antihelminticos BZD requiere mayor
periodo de latencia, siendo mas lento que aquellos que actian sobre la
coordinacion neuromuscular del paréasito, e incluye déficit energético del
parasito por disrupcion de las células intestinales. Estas diferencias en el
mecanismo de accion farmacologico determinan que la accion
antihelmintica in vivo de los BZD no sea inmediata. Se requieren
concentraciones sostenidas en el tiempo para asegurar la eliminacion de los
parasitos de su sitio de localizacion, razon por la cual es relevante el
conocimiento de las propiedades farmacocinéticas de los mismos (Mottier
y Lanusse, 2001).

De acuerdo con esto, el efecto antiparasitario de triclabendazol es un

proceso letal, pero relativamente lento (Merck y Co. Inc. 2007).

Dosis terapéutica. La dosis terapéutica para vacunos es de 12 mg por cada
kilogramo de peso vivo (mg/kg pv) (Blood y Radostits, 1992; Sumano y
Ocampo, 1997; Cordero et al. 1999; Adams, 2003).

Toxicidad. La dosis maxima tolerada es de 200 mg/kg pv El amplio
margen de seguridad de los BZD se debe a su mayor afinidad selectiva por
la tubulina parasitaria que por los tejidos de mamiferos (Merck y Co. Inc.
2007).
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2.2.3. lvermectina.

Descripcion. La estructura basica de las avermectinas, es un anillo lactona
macrociclico, de 16 elementos, siendo estructuralmente similares a los
antibioticos macrolidos (Burg et al. 1979). Las avermectinas naturales,
procedentes de la fermentacion de Streptomyces avermitilis, se producen
como una mezcla de ocho compuestos diferentes, que se denominan: Ata,
Auib, Aza, Aob, B1a, Bib, B2a y B2an (Shoop et al. 1995; McKellar y Benchaqui,
1996). Las tres avermectinas naturales que se producen de forma
mayoritaria son Az, Bia y Bab, El producto mas potente y con mayor
amplitud de espectro contra artrépodos es el Bi, seguido del By; sin
embargo, el perfil de seguridad es superior para este ultimo (Campbell et al.
1983).

Ivermectina (VM) es una avermectina y es la primera lactona macrociclica
disponible comercialmente, y es la que se ha estudiado de manera mas
extensa (Merck y Co. Inc. 2007), estd aprobada para el control de
nematodos gastrointestinales, vermes pulmonares, piojos chupadores y
cresas del ganado bovino. Fue introducida comercialmente en 1981 y es el
miembro mas antiguo y de mayor uso del grupo de las avermectinas
disponibles como producto comercial, siendo un potente antihelmintico con
propiedades nematicidas e insecticidas (Campbell 1989; Brownlee et al.
1997).

Caracteristicas fisicoquimicas. Es un polvo blanquecino o amarillento,
escasamente soluble en agua, pero soluble en glicol de propileno, glicol de

polietileno y aceites vegetales es foto 1abil en solucion.

Farmacocinética. ElI comportamiento farmacocinético de IVM se
caracteriza por su larga persistencia en el organismo, su elevado volumen
de distribucion, el efecto significativo de la formulacién, la ruta de
administracion y las grandes variaciones interespecificas e intraespecificas.
A partir de estudios realizados en hombre, perro y ciervo se ha sugerido
que la farmacocinética de la IVM es dosis-independiente, con
concentraciones plasmaticas que se incrementan linealmente al aumentar la

dosis (Andrew et al. 1993; McKellar y Benchaqui, 1996; McKellar, 1997).
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IVM se absorbe bien tras su aplicacion subcutanea, sin embargo, su
velocidad de absorcion desde el punto de aplicacion estad determinado por
su formulacion (Lo et al. 1985); un vehiculo no acuoso enlentece la
velocidad de absorcidn por precipitacion en el lugar de inyeccion (Fisher y
Mrozik, 1992; Scott y McKellar, 1992). Asi, la administracion subcutanea a
dosis de 200 pg/kg pv resulta en una vida media biologica de ocho dias
debido a la lenta absorcion en el sitio de aplicacion. La concentracion
méaxima en plasma de 44 ng/mL ocurre dos dias después de la
administracion subcutanea. La eficacia clinica antihelmintica persiste
aproximadamente dos semanas después de la inyeccién subcutanea,

dependiendo de la especie del parasito (Adams, 2003).

La biodisponibilidad sistémica tras administracion oral estd sujeta a
diferencias interespecificas y cabe sefialar que los herbivoros presentan en
general menor biodisponibilidad tras la administracion oral que los
carnivoros. Esto puede ser parcialmente atribuible a una mayor capacidad
de metabolizar farmacos en el higado, mayor efecto de primer paso y
posiblemente por conversion metabolica por los microorganismos
ruminales (Baggot y McKellar, 1994). Este ultimo mecanismo fue el
propuesto por Prichard y colaboradores en el afio 1985. La conversion
metabdlica de los microorganismos en el rumen, inactiva la mayor cantidad
del farmaco, tal es asi que solo se absorbe 1/4 a 1/3 del total de la dosis
administrada via oral (Plumb, 2006). La biodisponibilidad relativa de la
IVM administrada por via oral, es un 36% respecto a la administracion

subcutanea, en la oveja (Marriner et al. 1987).

Aunque una carga parasitaria baja puede no interferir la absorcion
gastrointesinal, la existencia de parasitismo gastrointestinal normalmente
afecta a dicho proceso y, en consecuencia, influye en la biodisponibilidad

de los antihelminticos por via oral (Baggot y McKellar, 1994).

En vaca, cerdo, oveja y rata la IVM se concentra principalmente en higado
y grasa (Chiu et al. 1987). Los mayores niveles de residuos totales se

localizan en higado, bilis y grasa. La administracién subcutanea origina
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residuos mayores y mas persistentes que la administracién intrarruminal
(Steel, 1993).

Tras administracion subcutanea de 1VM en oveja y vaca, no se detecta el
farmaco en fluido abomasal y ruminal, pero si en el mucus abomasal y el
mucus del intestino delgado (Bogan y McKellar, 1988). Este hecho es
interesante ya que quiz4 por un mecanismo activo los endectocidas acceden
a la luz del tracto digestivo, por lo que la administracion subcutanea resulta
atil en terapeutica. Los endectocidas, en general, sufren procesos de
biotransformacion que ocasionan hidroximetil-derivados y O-desmetil-
derivados, elimindndose més del 50% de la dosis en forma no
biotransformada. La IVM se biotransforma principalmente en tejido
adiposo e higado en distintas especies animales (buey, oveja, cerdo y rata),
siendo el residuo mayoritario en higado el farmaco inalterado (Chiu et al.
1987).

Los principales metabolitos hepéaticos en buey, oveja y rata fueron el 24-
hidroximetil H2Bia (22, 23 dihidroavermectina Bia) y el 24-hidroximetil
H2B1,, y en el cerdo el 3"-O-desmetil HoBia y 3"-O-desmetil HzBip.
Alvinerie y sus colaboradores (1994), sefialan la formacion de 3"-O-
desmetil metabolitos en cabra, oveja, cerdo, caballo, perro y conejo. En
higado de vaca estos metabolitos suponen un 23% a los 14 dias de la
administracion, mientras el fa&rmaco inalterado supone un 52% del total. En
higado de oveja los metabolitos representan el 20% a los 5 dias de la

administracion y el 68% correspondio al farmaco inalterado (Steel, 1993).

La IVM se excreta fundamentalmente por via biliar siendo la concentracién
en bilis y heces sustancialmente mayor que en plasma (Bogan y Mckellar,
1988; Scott y McKellar, 1992). En vaca y oveja al menos el 98% de la
dosis de IVM se excreta en heces independientemente de la via de
administracion (Steel, 1993), y menos del 2% en la orina (McKellar y
Benchaqui, 1996). El principal producto excretado en heces es el farmaco
inalterado, que supone un 50% en vacas tratadas por via subcutanea y casi

el 70% del residuo fecal en ovejas tratadas intrarruminalmente (Steel,
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1993). En caprino, un 89- 99% de la dosis se excreta en heces y menos del
1% en orina (Maynard et al, 1989).

Farmacodinamia y mecanismo de accion. Las membranas de las células
musculares somaticas, faringeas, uterinas y sus neuronas asociadas de
nematodos y artrépodos contienen canales ionicos selectivos al cloro. Estos
canales estan constituidos por cinco subunidades proteicas, de las cuales,
tres subunidades alfa, beta y gamma forman combinaciones entre si para
formar un pentamero, siendo el glutamato el ligando natural en los canales
iGnicos, que vienen a ser los receptores conocidos como glutamato-cloro.
Las avermectinas y las milbemicinas actian como agonistas de elevada
afinidad sobre la subunidad o de estos canales, de tal manera que, cuando
los nematodos y artrépodos son expuestos a la accion de estos compuestos
quimicos, la motilidad, la fecundacién y la capacidad de alimentacién de
estos parasitos se afecta. Estos compuestos quimicos comparten el mismo
mecanismo de accion, no obstante, las variaciones en las propiedades
terapéuticas de estas moléculas, son el resultado de la forma farmacéutica y
de las bondades propias de cada molécula. Si bien es probable que estos
compuestos tengan mas de un modo de accion, el mecanismo central es el
de modular la actividad en los canales del ion cloro en las células nerviosas
de los nematodos y en las células nerviosas y musculares de los artrépodos.
Lo normal es que el glutamato se enlace en el receptor pos sinaptico,

provocando una apertura de los canales de cloro (Marquez, 2007).

Cuando estos farmacos se unen de manera selectiva e irreversible a los
receptores, bloquean el glutamato y hacen que permanezcan abiertos los
canales de cloro por accién del glutamato, como resultado los iones de
cloro siguen fluyendo al interior de la célula nerviosa, lo que origina una
hiperpolarizacion de la membrana de la célula muscular y/o neuronal, que
trae como consecuencia el bloqueo de la neurotransmision, produciendo
una paralisis flacida del paréasito y la inhibicion de la ingestion de alimento
por el blogueo de la bomba faringea, esto le impide mantenerse en el sitio
natural donde se localiza y, entonces, el parésito es eliminado. En

mamiferos, las avermectinas han mostrado tener actividad con el complejo
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receptor gama amino butirico-canal de cloro (GABA/canal cloro),
estimulando la liberacion pre sinaptica de GABA y potenciando su union a
su receptor, lo que produce una prolongada hiperpolarizacién de las
neuronas. Las avermectinas también han mostrado actividad sobre el
complejo receptor glicina/canal de cloro. Estos complejos estan
restringidos al sistema nervioso central en los mamiferos, por lo que, dadas
las bajas concentraciones de avermectinas que se alcanzan en el sistema
nervioso central, hacen que estas moléculas sean extremadamente seguras

en mamiferos (Marquez, 2007).

Vias de administracion y dosis terapéutica. La VM administrada por via
subcutanea es mas efectiva que la via oral en contra de ecto y endoparasitos
en ovinos, bovinos y caprinos (Lespine et al. 2005). El desarrollo
tecnoldgico de bolos de liberacion sostenido para la administracion de
farmacos antihelminticos, es considerado un importante avance en el
control de nematodos endoparasitos de los rumiantes, bolos que se
expanden al depositarse dentro del rumen, liberando el antihelmintico en
forma constante por un periodo de 135 a 180 dias (McKellar y Benchaqui,

1996). La dosis es de 0,2 mg/kg pv via oral y subcutanea (Plumb, 2006).

Seguridad. Su uso en vacas en gestacion es seguro, no se indica en vacas
en produccion (Plumb, 2006).

2.2.4. Resistencia a los antihelminticos.

Definicion. La resistencia a los antihelminticos se define como un aumento
significativo en la capacidad que tiene una fraccion de una poblacion de
vermes para tolerar dosis toxicas de sustancias quimicas que son letales
para otras poblaciones de la misma especie (Marquez, 2007; Booth y
McDonald, 1987); siendo la heredabilidad de la resistencia la caracteristica

mas importante de este fendmeno (Kassai, 2002).

La resistencia puede ser intrinseca o adquirida. Un parasito que es
naturalmente o innatamente insensible al efecto de un farmaco es

intrinsecamente resistente, este fenomeno puede deberse a la falta del
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receptor o a que la droga no puede entrar a la célula y asi llegar a su sitio de
accion, por ejemplo, los trematodos y cestodes son intrinsecamente
resistentes a la accion de los farmacos endectocidas. La resistencia
adquirida se da cuando poblaciones que son inicialmente susceptibles a la
accion de un farmaco, dejan de serlo tras la ocurrencia de cambios
genéticos heredables de generacidn en generacion. La resistencia adquirida
es percibida cuando un farmaco que es inicialmente efectivo para un fin

terapéutico determinado deja de serlo (Mottier y Lanusse, 2001).

Los mecanismos que operan estas modificaciones genéticas en resistencia

adquirida son:

a. Mutacion, donde el é&cido desoxirribonucleico de una célula
susceptible sufre una alteracion que induce modificaciones en la
produccion o funcion normal de un componente celular, que es crucial
para que el farmaco produzca su efecto farmacol6gico; la mutacion va
siempre acompafiada de seleccion hacia la poblacion mutante o
resistente, entonces las generaciones proximas seran hijas de las

resistentes;

b. Amplificacion génica, existe una multiplicacién exagerada de ciertos
genes que inducen a la célula a sintetizar cantidades elevadas de un
producto celular normal, de relevancia en la accion de un farmaco, lo
que las convierte en resistentes a dicho farmaco, que en condiciones

normales deberia ser altamente efectivo.

c. Transferencia génica, un organismo susceptible adquiere de otro,
material genético que induce resistencia hacia el efecto de un farmaco
0 grupo de farmacos (Mottier y Lanusse, 2001).

e Clasificacién. Dependiendo de si la resistencia ocurre para una 0 mas

farmacos de igual o diferente modo de accidn se presentan los siguientes

tipos de resistencia:
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a.

Resistencia Paralela. Se presenta cuando los individuos de una
poblacion resistente a una sustancia quimica son también resistentes a
otro compuesto que tiene similar mecanismo de accion.

Resistencia Cruzada. Se presenta cuando involucra sustancias
quimicas de diferentes mecanismos de accion.

Resistencia Multiple. Se presenta cuando los parésitos son resistentes
a mas de dos grupos de antihelminticos diferentes. La misma es
resultado de la seleccion independiente para cada grupo o como

resultado de resistencia cruzada (Méarquez, 2007).

Aspectos Bioquimicas de la Resistencia. Las modificaciones genéticas

que confieren resistencia se traducen en diferentes modificaciones

bioquimico-moleculares que determinan la disminucion del efecto de un

farmaco en la célula u organismo resistente. Estas alteraciones moleculares

representan las bases farmacologicas por el cual se genera el fendmeno de

resistencia, y se pueden resumir tal como sigue:

1)

2)

3)

4)

Cambios celulares estructurales y/o funcionales que modifican la
captacion (llegada) de un farmaco al sitio de accion o incrementan su
metabolismo/inactivacion y/o eflujo celular, afectando la capacidad
del farmaco para acumularse intracelularmente;

Alteracién de sistemas enzimaticos necesarios para que se produzca el
efecto del farmaco;

Alteracion de los receptores celulares, por disminucion en el nimero o
en su afinidad, lo cual afecta la union del farmaco con su sitio de
accion y, por lo tanto, su efecto farmacoldgico;

Variaciones en diferentes procesos celulares que compensan o
contrarrestan el efecto inducido por un farmaco ((Mottier y Lanusse,
2001).

Desarrollo de la Resistencia. La resistencia ocurre como un fenémeno pre

adaptativo de los parasitos, en los cuales el gen o genes que confieren

resistencia existen ya en un rango fenotipico de las especies, asi, la

introduccién y el continuo uso de los antihelminticos confieren cierta
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ventaja de supervivencia a aquellos parasitos portadores de genes de

resistencia.

El surgimiento y la velocidad de desarrollo de la resistencia es un
fendmeno complejo que involucra factores internos (propios del parasito) y
externos controlados por el ser humano. Dentro de los primeros se
encuentran las caracteristicas genéticas de los parasitos como el tipo de
heredabilidad, dominancia, nivel de resistencia, habilidad bioldgica,
potencial bidtico, intervalo entre generaciones, estadio expuesto al farmaco
y la proporcion de la poblacion en refugio. Los factores externos u
operacionales tienen que ver con el mecanismo de accion de los farmacos,
su grado de eficacia, frecuencia de tratamientos, dosis, rotaciones y formas
de manejo de los animales (Marquez, 2007).

Deteccidn de la resistencia antihelmintica. Se sospecha que en un rebafio
hay resistencia cuando la respuesta clinica después de un tratamiento es
baja; y antes de que la falla de un antihelmintico sea detectada por los
signos clinicos, la seleccién para resistencia ya ha ocurrido. Existen varias
técnicas para detectar resistencia, pero la Prueba de Reduccion de Huevos
Fecales, es la mas comun, la cual provee una estimacion de la eficacia
antihelmintica mediante la comparacién de recuentos de huevos en heces

de animales antes y después de los tratamientos (Marquez, 2007).

Control de la resistencia. El control de la resistencia, para retardar su
inicio o para disminuir su velocidad de desarrollo, estd desarrollado
indiscutiblemente con los métodos disefiados para el control de helmintos,
los cuales estan siendo enfocados cada vez més en mantener bajos los
niveles de la poblacion de parasitos que no afecten la produccion de los
rumiantes, y menos en eliminar los parasitos adultos de los huéspedes,
siendo la adopcion de medidas que reduzcan la frecuencia de los

tratamientos el eje central de las recomendaciones.

A pesar de los importantes avances alcanzados en la caracterizacion

molecular y genética poblacional de la resistencia de paréasitos a la accion
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de los farmacos antihelminticos, tenemos aun muchas dificultades para
proponer soluciones concretas, tendientes a frenar el desarrollo del

fendmeno de resistencia en condiciones practicas.

En general se pueden hacer las siguientes recomendaciones:

» Rotacion de antihelminticos con mecanismos de accion diferentes a
intervalos de uno a dos afios.

Utilizacion minima de antihelminticos.

Dosificacion exacta de los animales basada en el peso individual.

Tratamiento inmediato de animales recientemente adquiridos.

YV V V VY

Fomentar la cria de animales que han resultado ser genéticamente
resistentes.

Manejo del pastoreo.

Diagnostico adecuado.

Control de calidad del farmaco.

Medidas de cuarentena.

vV V V VYV V

Educar a los veterinarios de campo y ganaderos sobre la resistencia
frente a los antihelminticos y su control (Mottier y Lanusse, 2001;
Marquez, 2007; Booth y McDonald, 1987).

Resistencia a farmacos bencimidazoles

Recientes investigaciones parecen indicar que los compuestos BZD se unen
tanto a la a tubulina como a la B tubulina, con estequeometria de 1:1, y a
los polimeros a/b con una estequeometria 2:1. Los microtubulos son
estructuras intracelulares que poseen una amplia variedad de funciones
celulares, entre ellas movimiento de cromosomas durante la division
celular, soporte estructural de la célula, motilidad, movimiento de
particulas intracelulares como metabolitos energéticos, absorcion de
nutrientes, exocitosis y comunicacion célula-célula. La resistencia ocurre
cuando los genes que codifican para B tubulina sufren mutaciones, lo cual
causa la perdida del receptor de alta afinidad por BZD. Esto se ve reflejado

en una disminucion en la unién especifica de BZD a B tubulina. Han sido
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identificados dos isotipos de 3 tubulina: isotipo uno e isotipo dos, los cuales
corresponden a genes separados. En nematodos la resistencia a BZD ha
sido asociada con cambios genéticos principalmente en el isotipo uno. Tres
cambios de aminoacidos fueron observados en los isotipos uno de f-
tubulina entre Haemonchus contortus susceptibles (BZD-S) y resistentes
(BZD-R) a BZD, en la posicion 76, donde fenilalanina (BZD-S) es
reemplazada por valina (BZD-R), en la posicién 200 donde fenilalanina
(BZD-S) es reemplazada por tirosina (BZD-R) y 368 donde valina (BZD-
R) reemplaza a isoleucina (BZD-S). Existe una correlacion total entre la
resistencia a BZD y la mutacion en el isotipo uno de la B tubulina en la
posicion 200, donde fenilalanina (Fen) es reemplazada por tirosina (Tir) en
los diferentes aislamientos de H. contortus y T. colubriformis resistentes a
BZD. Este mismo cambio en la posicion 200 también estd presente en
hongos como Aspergillus nidulans resistentes a BZD (Mottier y Lanusse,
2001).

Esta mutacion en la posicion 200 en ambos isotipos genicos (uno y dos) de
B tubulina, causa la pérdida del sitio de union de alta afinidad en H.
contortus resistentes a BZD. El grado de resistencia depende de la
acumulacion de mutaciones como Fen 200 Tir y en otros codones en los
isotipos génicos uno y dos de P tubulina o depende de esas mutaciones en
el isotipo uno inicialmente (bajos a moderados niveles de resistencia),
seguido por una pérdida del locus del isotipo dos (altos niveles de
resistencia).

Recientemente se ha demostrado que las mutaciones en el codon 200 6 167
de la B tubulina llevan a que se pierda la union a BZD con el consecuente
desarrollo de resistencia Debido a que la  tubulina de los mamiferos tiene
también tirosina en la posicion 200 es muy poco probable que la resistencia
a BZD pueda ser resuelta realizando cambios en la quimica del farmaco.
No seria posible disefiar un agente selectivamente tdxico contra los
nematodos u hongos, porque la B tubulina de los mismos y del huésped
animal tendrian una afinidad similar por las moléculas BZD, lo cual

reduciria el adecuado margen terapéutico en los actuales farmacos BZD.
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La seleccion para resistencia a BZD surge de la pérdida de susceptibilidad
mas que de la adquisicion de un nuevo mecanismo molecular, puesto que
se debe a una modificacion de su sitio de accion (B tubulina). Se pierde el
receptor de alta afinidad localizado en el extremo N terminal de dicha
proteina, debido a que los genes que codifican para el mismo sufren
mutaciones, que al expresarse representan un cambio aminocidico en la
posicion 200 del isotipo uno de B tubulina. Esto se ve reflejado en esa
disminucion de la union especifica de los BZD con la consecuente

disminucion de su efecto farmacologico (Mottier y Lanusse, 2001).

En cuanto a TCBZ se refiere, los mecanismos de resistencia son especificos
para este farmaco, numerosos estudios aportan evidencias de que los
sistemas enzimaticos de metabolizacion podrian estar alterados o
sobreexpresados en los individuos de F. hepatica resistentes a TCBZ. En
este punto se ha sefialado que la flavin monooxigenasa y el citocromo P-
450 son los responsables fundamentales de la metabolizacion del TCBZ en
sus principales metabolitos activos (Mottier et al. 2004) y se ha demostrado
que esta actividad metabdlica es significativamente mayor en las cepas

resistentes (Alvarez et al. 2005).

Otros procesos relacionados con la dindmica del farmaco en los tejidos
parasitarios también pudieran contribuir al desarrollo de la resistencia. Asi,
se ha demostrado que mientras la absorcion del TCBZ y el TCBZSO en las
cepas resistentes es significativamente menor que en las susceptibles
(Alvarez et al. 2005; Mottier et al. 2006), la absorcion del albendazol es
similar en ambos tipos (Mottier et al. 2006), este resultado sugiere que el
mecanismo de resistencia es especifico para el TCBZ, pudiendo estar
implicada una proteina transportadora de membrana, la glicoproteina-P
(Gp-P), que impediria a la molécula antiparasitaria alcanzar
concentraciones activas en el lugar de accion. La sobreexpresion de la Gp-P
se ha relacionado con el desarrollo de resistencias frente a diferentes clases
de antihelminticos (Prichard y Roulet, 2007)
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2.2.5. Glicoproteina P (Gp-P)

En los ultimos afios, se ha estudiado la participacion de diferentes
transportadores celulares de membrana en los procesos de distribucion tisular y
excrecion de compuestos farmacologicamente activos y/o sus metabolitos
(Schinkel et al. 1995). De todos los transportadores celulares identificados, la
Gp-P ha sido la mas estudiada. Si bien la Gp-P fue inicialmente descrita por su
sobreexpresion en células tumorales resistentes a multiples farmacos
anticancerigenos, también se localiza en células normales de tejidos
involucrados en los procesos de absorcién, distribucion, y excrecion de
farmacos (Mealey et al. 2004). La localizacion especifica en estos tejidos
sugiere que la Gp-P cumpliria un importante rol en la regulacion del transporte
de farmacos, modificando de este modo el comportamiento cinético y la
biodisponibilidad de los mismos (Schinkel, 1997).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que la Gp-P funciona como una
bomba de eflujo que secreta en forma activa una gran cantidad de compuestos
no relacionados, desde el interior de la célula hacia el espacio extracelular. A
nivel intestinal, la Gp-P limita la absorcién y difusién trans epitelial
provocando modificaciones en la biodisponibilidad de farmacos administrados
por via oral. Esta glicoproteina, no solo se localiza en tejidos involucrados en
los procesos de absorcion, como en la superficie apical de los enterocitos, sino
también en tejidos de 6rganos involucrados en la eliminacion de farmacos
como superficie canalicular de los hepatocitos y superficie apical de las células
epiteliales del tubulo renal. También se encuentra en la superficie luminal de
las células endoteliales del cerebro, barrera hematoencefalica, células del

sistema hematopoyético, corteza y médula adrenal (Lin, 2003).

Debido a que la Gp-P presenta una amplia especificidad de sustratos, es posible
que ocurran interacciones entre farmacos reconocidos como sustratos
(inhibidores o inductores) cuando éstos son co-administrados (Levéque, 1995).
La comprensién de este tipo de interacciones podria convertirse en una
herramienta farmacoldgica Gtil para incrementar la disponibilidad sistémica de

diversos farmacos, contribuyendo a mejorar su actividad farmacoldgica.
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Estructura y funcion de la Glicoproteina-P. La Gp-P pertenece a la
superfamilia de las proteinas transportadoras ABC (ATP-Binding Cassette),
especializadas en el transporte activo de sustancias a través de la membrana
celular. Esta codificada por una subfamilia de genes de los que se
reconocen tres isoformas: mdr I, 11 'y I1l. Mientras que en humanos so6lo se
expresan las clases |1 y 11l (mdr 1 y mdr 3, respectivamente), (Lee et al.
1993). Las clases | y Il codifican a proteinas transportadoras y confieren
resistencia a mdaltiples farmacos; sin embargo, la clase IIl (mdr 3 de
humanos) no esta asociada al transporte de farmacos, sino que codifica a
una traslocasa de la fosfatidilcolina localizada en la membrana de los

canaliculos biliares (Smith et al. 1993).

La Gp-P es un complejo glicoproteico de membrana de 1 280 amino&cidos
con un peso molecular de 170 kDa. Esta compuesta por dos mitades
simétricas y homologas que acttan en forma coordinada como una unidad
(Figura 1). Cada mitad consta de seis dominios transmembrana y de un
dominio de union al ATP localizado en la superficie citosolica (Fardel et al.
1996). Si bien se ha determinado que ambos sitios de unién al ATP son
necesarios para que la actividad de la Gp-P se produzca eficientemente, la
interaccion entre los sitios de union al ATP y los dominios de unién a
farmacos son esenciales para que se produzca la hidrélisis del ATP
estimulada por el sustrato y el transporte del mismo (Figura 02). Mediante
este mecanismo de transporte activo, los sustratos son secretados sin
modificar fuera de la célula contra un gradiente de concentracion, lo que
provoca una disminucion de su concentracion intracelular (Ambudkar et al.
1999).
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hembrana celular

Exterior
de la célula

Figura 1. Representacion esquematica de la Glicoproteina P. (Modificacion
de German, 1996).

Varios modelos han sido propuestos para explicar el mecanismo de
excrecion de farmacos mediado por Gp-P. EI modelo del poro, el modelo
de flipasa y el modelo de aspirador de moléculas hidrofébicas han sido los
principales modelos descritos. Este ultimo ha sido el méas aceptado y se
caracteriza por el reconocimiento de sustratos localizados en la superficie
interna y externa de la membrana plasmatica y su transporte a través de

canales proteicos (Higgings et al. 1992).
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Figura 2. Funcion de la Gp-P. EI modelo ilustra la actividad de la Gp-P, la
que utiliza ATP para el transporte de sustratos a través de la
membrana celular. Adaptado de Ford, 1995.
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Localizacién de la Glicoproteina-P en tejidos normales. Mediante la
utilizacion de anticuerpos monoclonales y moléculas especificas para Gp-P
en roedores y humanos se demostréo que esta glicoproteina también se
expresa en tejidos normales. La Gp-P se localiza en tejidos involucrados en
los procesos de absorcion (células epiteliales de intestino), distribucion
(barrera hematoencefalica) y eliminacion de farmacos (superficie
canalicular de los hepatocitos, superficie apical de las células epiteliales del
tibulo renal y superficie apical de los enterocitos). También se encuentra
en la superficie luminal de las células endoteliales del cerebro, células del

sistema hematopoyético, corteza y médula adrenal (Lin, 2003).

Rol de la Glicoproteina-P en la disposicion de farmacos. La distribucion
de la Gp-P en el tracto gastrointestinal se incrementaria desde el duodeno
hacia el colon, con picos de expresion en ileon y colon distal (Stephens et
al. 2002). Esto concuerda con estudios in vitro realizados en intestino de
rata donde la mayor actividad de Gp-P se observo6 en ileon, con menores
niveles de actividad en el resto de los segmentos intestinales (Hunter y
Hirts, 1997).

Se han descrito una gran cantidad de métodos in vitro que permiten
caracterizar la actividad de la Gp-P en el transporte intestinal de farmacos.
La linea celular Caco-2, derivada de adenocarcinoma de colon humano, ha
sido ampliamente utilizada para caracterizar el modelo de barrera epitelial
en la absorcidn intestinal de farmacos. El impacto de la Gp-P sobre la
absorcion de farmacos en monocultivos de Caco-2 ha sido demostrado
mediante la determinacion de la tasa de permeabilidad de un sustrato
mediada por la Gp-P, donde la tasa de pasaje es mayor en direccién
basolateral apical (correspondientes a la superficie serosa y lumen
intestinal, respectivamente). La actividad de los transportadores celulares
en el proceso de absorcion de farmacos influye sobre la biodisponibilidad
sistémica de los mismos y, por lo tanto, es determinante en la resultante
eficacia clinica tras la administracion oral de fa&rmacos, asi mismo juega un
rol importante en la distribucion de diferentes compuestos y en su

comportamiento farmacoldgico/toxicolégico de los mismos. La presencia
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de Gp-P en las células endoteliales de la barrera hematoencefalica limita la
entrada al sistema nervioso central de numerosos farmacos como
ivermectina, loperamida, dexametasona, digoxina, entre otros (Schinkel et
al. 1995). La presencia de Gp-P en placenta constituye una importante

barrera para el acceso de xenobid6ticos al feto (Lin, 2003).

La inhibicién del transporte de farmacos a través del uso de un modulador
puede ser el resultado de la inhibicion del reconocimiento especifico de un
sustrato (Tamai y Safa, 1991), de la inhibicién de la unién al ATP, de la
inhibicion de la hidrolisis del ATP (Ramanchandra et al. 1998), o la
asociacion de la hidrolisis de ATP a la traslocacion de un sustrato. Muchos
moduladores inhiben el transporte a través de mecanismos de inhibicion
competitiva y no competitiva (Garrigos et al. 1997). Ejemplos de esto son
el verapamilo, que se une a los sitios de union de la Gp-P inhibiendo el
transporte de otros sustratos en forma competitiva, y la ciclosporina A, que
interfiere tanto en el reconocimiento de sustratos como en la actividad
ciclica (hidrdlisis de ATP) de la Gp-P (Tsuruo et al. 1981).

Interacciones farmacocinéticas entre Glicoproteina-P y farmacos
utilizados en medicina veterinaria. Existen numerosos farmacos de uso
en medicina veterinaria que son sustratos y/o inhibidores de diferentes
transportadores celulares. En este contexto las modificaciones en la
farmacocinética de estos sustratos de Gp-P que han sido documentadas en
animales, pueden ser reproducidas cuando un efectivo inhibidor de Gp-P es
co-administrado con un sustrato de dicho transportador. Dentro de las
drogas antiparasitarias, que son ampliamente utilizadas en la terapéutica
veterinaria, se presentan ejemplos muy interesantes de interaccion

farmacoldgica con transportadores celulares.

La interaccién entre farmacos pertenecientes al grupo de las lactonas
macrociclicas (ivermectina, moxidectin) y la Gp-P ha sido documentada.
Estudios in vivo utilizando ratones knockout para el gen mdrl revelaron
una sensibilidad aumentada a IVM que se manifestd con signos de

neurotoxicidad y muerte (Schinkel, 1997). A su vez, la IVM ha sido
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descrita como un potente inhibidor de la Gp-P in vitro (Didier y Loor,
1996). Teniendo en cuenta estos antecedentes, y con los recientes avances
de la biologia molecular, pudo demostrarse la causa de la intolerancia de
los perros de raza Collie a este tipo de farmacos. Existen subpoblaciones de
Collies que desarrollan una sensibilidad a IVM comparable a la que se
produce en ratones knockout para el gen mdrl. (Paul et al. 1987). La causa
de esta sensibilidad se relaciona con una mutacion (delecion) del gen mdrl,
que da como resultado una proteina no funcional (Roulet et al. 2003). Los
perros homozigotas para la delecion (mutacion/mutacién) experimentan
efectos neuroldgicos adversos luego de una dosis Unica de VM (100
pa/kg). A su vez, se ha demostrado que Collies sensibles pueden tener
incrementada su susceptibilidad a otros farmacos endectocidas como
milbemicina y moxidectin (Tranquilli et al. 1991).

La coadministracion de verapamilo con VM administrada por via oral en
ovinos, incrementd significativamente la absorcion del antiparasitario. En
corderos la co-administracion de quercetina, un derivado flavonoide
presente en vegetales, junto con moxidectin produjo un incremento en las

concentraciones plasmaticas del antiparasitario (Dupuy et al. 2003).

Recientemente ha despertado gran interés el estudio de los posibles
mecanismos mediados por transportadores celulares relacionados al
fendmeno de resistencia antihelmintica. La primera Gp-P de helmintos fue
descrita a partir del nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans (Broeks
et al. 1995), del que se han identificado al menos 14 Gp-P homdlogas, y
posteriormente en otros como Onchocerca volvulus (Kwa et al. 1998).
Smith y Prichard en el afio 2001, demostraron la asociacion entre Gp-P de
H. contortus y la resistencia a IVM y moxidectin. La transcripcion del gen
que codifica a la Gp-P estaria alterada en nematodos resistentes a farmacos
endectocidas. Por otra parte, Xu, y sus colaboradores en el afio1998,
demostraron que el ARNm de la Gp-P esta presente en mayores cantidades
en H. contortus resistentes a IVM comparado con los susceptibles, lo que
estaria indicando una sobreexpresion de Gp-P en nematodos resistentes. La

co-administracién de farmacos endectocidas como IVM y moxidectin junto
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con Verapamilo incremento el porcentaje de eficacia contra Haemonchus
contortus resistente a estas drogas en animales de laboratorio (Molento et
al. 1999).

Si bien la interaccion de los antihelminticos benzimidazoles con estos
transportadores celulares proteicos no esta del todo aclarada (Merino et al.
2003), la posible participacion de la Gp-P en los mecanismos de resistencia

a estos farmacos ha sido sugerida (Beugnet et al. 1997).

Interaccion farmacocinética entre Triclabendazol, Ivermectina y
Glicoproteina P. Existen varios mecanismos moleculares por los cuales se
presenta resistencia de Fasciola hepatica al TCBZ. Entre ellos se
encuentra: a) la lenta reduccion de la oxidacion del TCBZ a TCBZSO que
es el metabolito activo, b) la unién del TCBZ a proteinas no especificas
restringe la habilidad del farmaco a unirse al sitio de accion, y c) el eflujo
mediado por transportadores donde se sobre expresa la accion de la Gp-P
permitiendo la eliminacion del farmaco desde las células (Alvarez et al.
2007). En estudios recientes se ha concluido que la IVM tiene la capacidad
de inhibir la glicoproteina-P, incrementando la biodisponibilidad de los
metabolitos del TCBZ en ovinos. Los resultados han demostrado in vitro
una interaccion farmacocinética, puesto que la VM influye sobre la
actividad del TCBZ y de su metabolito principal sobre F. hepatica,
llegando a mejorar su eficacia hasta en 60%, tal como se ha comprobado en

experiencias con cepas resistentes (Figura 03). (Mottier et al. 2006).
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Figura 03. Concentracion de TBCZ en aislados resistentes (R) de Fasciola
hepatica y efecto de la combinacion del TCBZ con IVM
(Mottier et al. 2006).

29



CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1. Hipdtesis

La eficacia de triclabendazol mas ivermectina es mayor que la eficacia de
triclabendazol sobre Fasciola hepatica, en bovinos de la raza Holstein Friesian, del

fundo San Francisco del distrito Tumbadén, provincia de San Pablo, Cajamarca
3.2. Tipo de investigacion.

La presente investigacion es de tipo experimental, transversal, comparativa.
3.3. Ubicacion.

La investigacion se realizo en el fundo San Francisco del distrito Tumbadén, provincia
de San Pablo, ubicado a 50 km al norte de la ciudad de Cajamarca. Sus caracteristicas
geograficas son 6° 57° 7” latitud sur, 78° 43’ 50” longitud oeste, ubicado 3075 msnm,
con una temperatura minima promedio anual de 14 °C y una temperatura maxima
anual de 20 °C (SENAMHI 2013). El trabajo de laboratorio fue realizado en el
Laboratorio de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de Cajamarca. EI trabajo se realizd los meses de

mayo, junio y julio de 2013.

3.4. Materiales.

Material biolégico. Se utilizaron 60 bovinos de la raza Holstein Friesian hembras,
positivas a Fasciola hepatica y que no mostraron alguna enfermedad clinicamente

detectable.
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Material quimico:

o Triclabendazol al 10%, suspensién de uso oral.
o Triclabendazol al 12%, mas ivermectina al 0,2%, suspension de uso oral.

o Ivermectina al 1%, solucién inyectable de uso subcutaneo.

3.5. Poblaciéon y muestra.

Poblacion. El Fundo cuenta con un total de 270 bovinos de la raza Holstein Friesian,

criados en forma extensiva, con el mismo régimen de alimentacion y tenencia.

Muestra. Teniendo en cuenta la metodologia propuesta por Ueno y Gongalves en
1998, quien manifiesta que para realizar una prueba de eficacia para Fasciola
hepatica, se debe contar con un minimo de 15 unidades experimentales por
tratamiento, el estudio se realizd con 60 animales hembras entre 10 y 32 meses de
edad, naturalmente infectados, no tratados con fasciolicidas durante los ultimos 60

dias antes del inicio del estudio.

3.6. Metodologia.

3.6.1. Actividades de campo. Se llevoé a cabo tres visitas al predio:

Primera visita. Se realiz0 lo siguiente:

e Identificacion de los animales. Se lo obtuvo del arete y de los registros
del predio

e Estimacion del peso vivo. Se determind con cinta bovinométrica para la
raza, midiendo el perimetro toracico.

e Recoleccion de muestras de heces. Se extrajo directamente del recto de
cada animal aproximadamente 100 g de heces, en las primeras horas de la
mafana.

Segunda visita. Se realizO la aplicacion de los antiparasitarios

(dosificacion), esto fue después de cuatro dias de la recoleccion de las

muestras de heces y luego de obtener el resultado de la carga parasitaria

(hpg pre dosificacion).

Tercera visita. Se realizo al dia 28 pos dosificacion, para extraer las heces

de cada animal en estudio, de forma similar al primer muestreo.
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3.6.2. Trabajo de Escritorio. Se realiz6 las siguientes actividades:

Formacion de grupos experimentales. Luego de haber realizado la
cuantificacion de huevos por gramo de heces (hpg), se formé cuatro
grupos experimentales de 15 animales cada uno, a los cuales se les asigné
en forma aleatoria los diferentes tratamientos del estudio (Anexo 1.
Tablas: 01, 02, 03, 04). Cada grupo experimental tuvo una sumatoria de
hpg y edad similar entre ellos sin diferencias significativas (Anexo 1.
Tablas: 05, 06).

Caélculo de dosis de los antihelminticos.

Se realizé multiplicando el peso vivo del animal por la dosis terapéutica
de cada farmaco estudiado en mg/kg La cantidad del antiparasitario
calculado para dosificar fue en mL para lo cual se aplicé una regla de tres
simple, teniendo en cuenta la concentracion de la base quimica de cada

farmaco antiparasitario.

Tabla 01. Dosis terapéutica y via de administracién de los antihelminticos.

) N° de DOSiS. Via de
Grupo Experimental . Terapéutica . .
Animales Administracion
(mg/kg pv)
To Control 15
T1 Triclabendazol 15 12 Oral
T, Triclabendazol + 15 12 Oral
Ivermectina 0.2 Oral
T3 Triclabendazol + 15 12 Oral
Ivermectina 0,2 Subcutanea

e Registro de datos. Se registro: Identificacion de cada animal, peso vivo,
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edad, huevos por gramo de heces (hpg) y dosis terapéutica. (Anexo 2.
Tablas: 07, 08, 09, 10).

3.6.3. Trabajo de Laboratorio.

Para determinar la carga parasitaria se utilizd el Test de reduccion del
conteo de huevos (T.R.C.H.); para lo cual se empled la técnica de
Sedimentacion Natural Modificada por Rojas y Torrel (Rojas, Torrel y
Raico, 2013) (Anexo 3)

El primer recuento de huevos se realizo el dia cuatro pre dosificacion y el

segundo el dia 28 pos dosificacion.

e Calculo del porcentaje de eficacia. Se aplicéd la férmula de porcentaje de
eficacia propuesta por la World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (W.A.A.V.P.) para determinar la eficacia de cada
tratamiento (Coles et al. 1992). (Anexo 4)

e Analisis estadistico. Se realizo la Prueba de Hipotesis para Diferencia de
Proporciones (Daniel, 2004), con la finalidad de determinar las diferencias
entre tratamientos medicados (Anexo 5).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 01. Eficacia de triclabendazol, triclabendazol
triclabendazol mas ivermectina subcutanea, frente a Fasciola hepatica en
bovinos de la raza Holstein Friesian, del fundo San Francisco de Chumbil
provincia de San Pablo, Cajamarca, 2013.

mas ivermectina oral,

Grupos Experimentales Sumatoria Promedio Eficacia (%)
huevos dia +1.C.
28
To Control 143 9,53 0,00
T: Triclabendazol 69 4,60 51,7548,19 A
T, Triclabendazol + Ivermectina Oral 62 4,13 56,64+8,12 A
Ts Triclabendazol + lvermectina SC 43 2,87 69,93+7,52 B

Letras diferentes indica diferencia significativa entre tratamientos (prueba de Z). Nivel
de significancia 0,05

Los resultados muestran que triclabendazol tiene una eficacia de 51,75%, asi mismo

56,64 % para el triclabendazol mas ivermectina oral y 69,93% para triclabendazol mas

ivermectina subcutanea (Tabla 01; Figura 02), es evidente el incremento de la eficacia

de los tratamientos donde se usé ivermectina. Dichos incrementos se deben a la

intervencion de VM, esta influye sobre la actividad de TCBZ y de su metabolito

principal triclabendazol sulfoxido sobre Fasciola hepatica, tal como lo indican Mottier
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y sus colaboradoes, quienes en el afio 2006 realizaron un estudio con cepas resistentes

de Fasciola hepética al TCBZ, llegando a mejorar la eficacia hasta 60%.

Existen varios mecanismos moleculares por los cuales disminuye la eficacia de TCBZ
frente a Fasciola hepatica, entre ellos el eflujo mediado por transportadores donde se
sobre expresa la accion de la Gp-P permitiendo la eliminacién del farmaco desde las
células encargadas del proceso de absorcion del paréasito (Alvarez et al. 2007). En
nematodos resistentes se han detectado alteraciones en los niveles de expresion de los
alelos para Gp-P. Se postulé asi la posibilidad de que probables cambios genéticos en
la expresion de Gp-P podrian estar relacionados con la resistencia a TCBZ en Fasciola
hepatica (Solana et al. 2011).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que la Gp-P funciona como una bomba de
eflujo que secreta en forma activa una gran cantidad de compuestos no relacionados,
desde el interior de la célula hacia el espacio extracelular. A nivel intestinal, la Gp-P
limita la absorcion y difusion trans epitelial provocando modificaciones en la
biodisponibilidad de farmacos administrados por via oral (Lin, 2003). En estudios
recientes se ha concluido que la IVM tiene la capacidad de inhibir la Gp-P,
incrementando la biodisponibilidad de los metabolitos del TCBZ (Didier et al. 1996;
Mottier et al. 2006)
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Figura 01. Reduccion de huevos dia 28 pos dosificacion
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Figura 02. Eficacia de triclabendazol, triclabendazol mas ivermectina oral,

triclabendazol mas ivermectina subcutanea

Tabla 02. Incremento de eficacia con respecto al grupo triclabendazol

Grupos Experimentales Eficacia (%) Incremento de Eficacia (%)
T1 Triclabendazol 51,75
T, Triclabendazol + lvermectina Oral 56,64 9,53
Tz Triclabendazol + Ivermectina SC 69,93 35,10
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Figura 03. Incremento de eficacia con respecto al grupo triclabendazol

Tabla 03. Incremento de eficacia con respecto a triclabendazol mas ivermectina Oral

Grupos Experimentales Eficacia (%) Incremento de Eficacia (%)
T, Triclabendazol + Ivermectina Oral 56,64
T3 Triclabendazol + Ivermectina SC 69,93 23,46

37



yd 23,46
25,00 -/ %
20,00 -
2 -
8 15,00 - )
s yd
[*)
= 10,00 - o
e
5,00 - 0,00
0,00
TCBZ + IVM ORAL TCBZ + IVM SC
Tratamientos

Figura 04. Incremento de eficacia con respecto al grupo triclabendazol mas

ivermectina oral

La eficacia obtenida en el presente trabajo para TCBZ oral mas IVM SC (69,93%),
tiene una diferencia significativa frente a la eficacia obtenida para TCBZ (51,75%),
esta diferencia representa un incremento de 35,10% (Tabla 02; Figura 03). Asi como
también la eficacia obtenida para TCBZ més IVM SC (69,93%) es significativamente
diferente a la eficacia obtenida para TCBZ mas IVM oral (56,64%), esta diferencia

representa un incremento de 23,46% (Tabla 03; Figura 04).

La administracion subcutinea a dosis de 200 pg/kg pv resulta en una vida media
bioldgica de ocho dias debido a la lenta absorcion en el sitio de aplicacion. La
concentracion maxima en plasma de 44 ng/mL ocurre dos dias después de la
administracion  subcutdnea. La eficacia clinica antihelmintica  persiste
aproximadamente dos semanas después de la inyeccion subcutanea (Adams, 2003), el
farmaco llega al mucus abomasal e intestinal (mas no al fluido ruminal) mediante un
mecanismo de transporte activo a través de los enterocitos, para finalmente llegar a la

luz intestinal en concentraciones terapéuticas (Bogan y McKellar, 1988).

Estos hechos, es decir la alta concentracion de IVM en plasma y su paso a través de la
mucosa intestinal, por un tiempo relativamente prolongado son suficientes para inhibir
la accion de la Gp-P del parasito y del hospedador a nivel intestinal y permitir el paso

de TCBZ, ya que este farmaco necesita entre 24 y 36 horas para alcanzar su
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concentracion maxima y 48 horas para alcanzar un nivel estable (Sumano y Ocampo,
1997), y teniendo en cuenta su mecanismo de accion , su efecto antihelmintico no es
inmediato, se requieren concentraciones sostenidas del farmaco en el tiempo para
asegurar la eliminacion de los parésito (Mottier y Lanusse, 2001), ya que el efecto
antiparasitario de triclabendazol es un proceso letal, pero relativamente lento (Merck y
Co. Inc. 2007).

De acuerdo con esto, la mayor concentracion de IVM en el hospedero permite una
mayor concentracion en Fasciola hepatica, por lo tanto, una mayor inhibicién de la
Gp-P del trematodo, aumentando asi la concentracion del metabolito activo de TCBZ

en el parasito aumentando su eficacia.

La eficacia de 56,64% obtenida para TCBZ mas IVM oral, solo se incrementa en
9,45% con respecto a la eficacia obtenida para TCBZ (Tabla 02; Figura 03), esta
diferencia no es significativa estadisticamente, Esto se debe a que los niveles de IVM
que alcanzan la mucosa intestinal tras la administracion oral, no son los suficientes
para inhibir la acciéon de Gp-P, debido a la conversién metabolica de IVM por parte de
los microorganismos ruminales (Baggot y McKellar, 1994; Prichard et al.1985). La
conversion metabolica de los microorganismos en el rumen, inactiva la mayor
cantidad del farmaco, tal es asi que solo se absorbe 1/4 a 1/3 del total de la dosis
administrada via oral (Plumb, 2006). Por otro lado, la existencia de parasitismo
gastrointestinal también influye negativamente en la biodisponibilidad de IVM por via
oral (Baggot y Mckellar, 1994).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

La administracién oral de triclabendazol mas ivermectina subcutanea,
incrementa significativamente en 35,10% la eficacia de triclabendazol sobre
Fasciola hepatica, en vacunos de la raza Holstein Friesian, del fundo San

Francisco de Chumbil provincia de San Pablo, Cajamarca.

La administracién oral de triclabendazol mas ivermectina subcutanea,
incrementa significativamente en 23,46% la eficacia de triclabendazol mas
ivermectina oral sobre Fasciola hepatica, en vacunos de la raza Holstein
Friesian, del fundo San Francisco de Chumbil provincia de San Pablo,

Cajamarca.

La administracion oral de triclabendazol méas ivermectina oral, incrementa en
9,45% la eficacia de triclabendazol sobre Fasciola hepatica, en vacunos de la
raza Holstein Friesian, del fundo San Francisco de Chumbil provincia de San

Pablo, Cajamarca.
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ANEXOS

Anexo 1. Formacion de los Grupos Experimentales.

Tabla 01. T, Grupo control.

No de Identificacién HPG Dia Edad (meses)
Animales 0

1 Core 7 17
2 Noemia 3 25
3 Voce 7 21
4 Sabrosa 2 24
5 Ildifia 1 30
6 Perla 25 17
7 Juliana 28 15
8 Tostada 1 12
9 Lisha 2 19
10 Yau 11 18
11 Mas mas 1 30
12 América 3 13
13 Indra 11 11
14 Moneda 3 30
15 Agora 6 20

TOTAL 111
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Tabla 02. T; Grupo triclabendazol.

'\!o de Identificacion HPG Dia Edad (meses)
Animales 0

1 Pastusa 7 21
2 Josefa 9 17
3 Goya 3 28
4 Chinela 8 24
5 Tintica 2 30
6 Hermosa 1 32
7 Borgofa 14 12
8 Flecha 7 28
9 Denita 16 17
10 lusion 1 15
11 Celeste 3 21
12 Cherry QQ 16 20
13 Nieblita 4 11
14 Picasa 16 12
15 Damiana 3 28

Total 110

Tabla 03. T, Grupo triclabendazol mas ivermectina Oral.
Arl?: mozla?es Identificacion HP% Dia Edad (meses)

1 Macu 8 17
2 Sefiorita 3 30
3 Kenko 8 23
4 Prata 1 20
5 Wasy 1 31
6 Jarrita 24 10
7 Chamame 23 12
8 Surefa 1 12
9 Moida 2 21
10 Nidia 14 20
11 Pacora 2 30
12 Yapada 11 16
13 Agenda 5 16
14 Chuva 7 24
15 Geladera 1 21

Total 111

52



Tabla 04: T; Grupo triclabendazol méas ivermectina subcutanea.

Arl?:mi‘laes Identificacion HP% Dia Edad (meses)

1 Risota 1 30

2 Pilota 2 5 17

3 Abogada 2 29

4 Abelita 6 24

5 Lupe 1 25

6 Ricachona 1 30

7 Extra 42 15

8 Pilota 1 15 17

9 Nifie 1 12

10 Eleganre 2 22

11 Mavila 14 23

12 Cayajo 3 18

13 More 16 11

14 Maya 1 23

15 Panuda 1 23

Total 111
Tabla 05. Analisis de varianza para hpg inicial.
ANAVA
FUENTE DE VARIACION GL SC CM Fc Ft

Tratamientos 3 0,05 0,017 |0,000| 2,78
Error Experimental 56 |3978,13| 71,038
TOTAL 59

Este analisis comprueba que los tratamientos son homogéneos en cuanto hpg inicial.

Tabla 6. Andlisis de varianza para edad.

ANVA
FUENTE DE VARIACION GL SC CM Fc Ft
Tratamientos 3 15,33 511 |0,12 | 2,78
Error Experimental 56 [2410,00| 43,04
TOTAL 59

Los tratamientos también son homogéneos en cuanto a la edad
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Anexo 2. Registro de resultados de laboratorio pre y pos dosificacion, peso vivo y
dosis terapéutica de cada farmaco.

Tabla 7. T, Grupo control.

N @ de Identificacion H,PG HPG Peso Dosis Edad
Animales dia0 dia28 (kg) (mL) (meses)

1 Core 7 9 305 _ 17
2 Noemia 3 13 410 B 25
3 Voce 7 2 430 3 21
4 Sabrosa 2 1 445 B 24
5 Ildifia 1 27 532 3 30
6 Perla 25 20 302 3 17
7 Juliana 28 25 320 _ 15
8 Tostada 1 3 298 _ 12
9 Lisha 2 1 370 _ 19
10 Yau 11 24 315 3 18
11 Mas mas 1 1 510 B 30
12 América 3 2 305 B 13
13 Indra 11 10 220 3 11
14 Moneda 3 2 500 B 30
15 Agora 6 3 335 B 20

Total 111 143
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Tabla 8. T; Grupo triclabendazol.

N° de e ., HPG HPG Peso Dosis Edad
Identificacion

Animales Dia0 Dia28 (kg) (mL)  (meses)
1 Pastusa 7 1 432 57 21
2 Josefa 9 11 303 40 17
3 Goya 3 1 414 55 28
4 Chinela 8 1 450 60 24
5 Tintica 2 1 530 70 30
6 Hermosa 1 1 475 63 32
7 Borgofia 14 8 303 40 12
8 Flecha 7 4 466 62 28
9 Denita 16 2 370 49 17
10 lusion 1 1 249 33 15
11 Celeste 3 1 420 55 21
12 Cherry QQ 16 9 340 45 20
13 Nieblita 4 2 200 26 11
14 Picasa 16 20 240 55 12
15 Damiana 3 6 487 64 28
Total 110 69
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Tabla 9. T, Grupo triclabendazol méas ivermectina Oral.

N° de e ., HPG HPG PESO Dosis Edad
Identificacion

Animales Dia0 Dia28 (kg) (mL)  (meses)
1 Macu 8 1 348 39 17
2 Sefiorita 3 1 578 64 30
3 Kenko 8 5 432 48 23
4 Prata 1 0 408 45 20
5 Wasy 1 5 447 49 31
6 Jarrita 24 18 198 22 10
7 Chamame 23 16 249 28 12
8 Surefa 1 1 290 32 12
9 Moida 2 1 314 35 21
10 Nidia 14 1 457 50 20
11 Pacora 2 0 551 61 30
12 Yapada 11 9 290 32 16
13 Agenda 5 1 320 35 16
14 Chuva 7 3 496 55 24
15 Geladera 1 0 348 38 21
Total 111 62
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Tabla 10. T; Grupo triclabendazol mas ivermectina subcutanea.

No de Identificacion H,P G HPG Dia Peso (kg) Dosis (L) Edad
animales Dia 0 28 TCBZ IVM (meses)
1 Risota 1 0 520 69 11 30
2 Pilota 2 5 8 320 42 7 17
3 Abogada 2 0 466 62 10 29
4 Abelita 6 5 457 60 10 24
5 Lupe 1 1 447 59 10 25
6 Ricachona 1 0 512 68 11 30
7 Extra 42 8 296 39 7 15
8 Pilota 1 15 4 264 35 6 17
9 Nifie 0 249 33 6 12
10 Elegante 2 0 400 53 9 22
11 Mavila 14 2 466 62 10 23
12 Cayajo 3 0 340 45 8 18
13 More 16 10 249 33 6 11
14 Maya 1 0 438 58 10 23
15 Panuda 1 5 426 56 10 23

Total 111 43
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Anexo 3. Técnica Sedimentacion Natural modificada por Rojas 'y Torrel.
Materiales y equipo:

v’ Balanza de precision.

v" Vasos plasticos de 400 mL de capacidad.

v" Vasos de vidrio conico de 260 mL de capacidad.

v Embudo con malla metalica de 80 hilos/pul.

v' Placas Petri de 10 centimetros de diametro, con lineas paralelas de 1
centimetro de separacion.

v' Estereoscopio con luz incorporada.

v' Agitador eléctrico (batidora de mano)

v’ Estilete (aguja N°22x Ypulg.)

Técnica:

v De la muestra total de heces (aproximadamente 100g), en un vaso de
plastico de 400 mL de capacidad, pesar 1 g de heces

v Agregar aproximadamente 200 mL de agua de cafio, homogenizar la
muestra con un agitador eléctrico (batidora de mano), por un tiempo
aproximado de 10 segundos.

v" Pasar por un embudo con malla metalica de 80 hilos por pulgada hacia
otro vaso de vidrio de forma conica de 250 mL de capacidad, agregar
mas agua de cafio hasta llenar a 1 cm del borde del vaso.

v" Dejar reposar por 5 minutos.

v Decantar el sobrenadante dejando aproximadamente 15 mL de
sedimento en el vaso.

v" Trasladar el sedimento a una placa petri con rayas paralelas a 10 mm de
distancia entre ellas.

v" Colocar 3 gotas de Lugol fuerte, esperar 5 minutos para colorear los
huevos.

v' Observar el sedimento en el esteroscopio a 16 aumentos. Es necesario
separar las fibras vegetales con un estilete (aguja N° 22 x % pulgada)

para mejor observacion.
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Anexo 4. Célculo de eficacia e intervalos de confianza

a.

Calculo de eficacia:

. T,
Eficacia % = (1 — C_> x 100

Dénde:

2

T, =Media arimética del recuento de huevos del grupo tratado pos medicacion.

C, =Media arimética del recuento de huevos del grupo control.

Eficacia de T1:

69/15
143/15

Eficacia % = (1 — ) x 100 = 51,75%

Eficaciade T»:
Eficacia % (1 62/15) 100 = 56,64%
1CacCla %o 143/15 X - ) 0
Eficacia de T3
43/15

Eficacia = (1 - ) x 100 = 69,93%

143/15

Célculo del Intervalo de Confianza (IC) para la Eficacia:

Formula para el célculo de IC para proporciones, con un nivel de confianza de
95%:

P = eficacia

n = tamafo de muestra.

- IC para eficacia de Tu:
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(51,75)(100 — 51,75)

= +
IC=5175 + 1,96\/ VE

IC=51.75 £ 8,19

IC = 43,56 — 59,94

IC para eficacia de T

(56,64)(100 — 56,64)

= +
IC = 56,64 + 1,96\/ 13

IC = 56,64 +8,12
IC = 48,52 — 64,76

IC = para eficacia de T3

(69,93)(100 — 69,93)
143

IC= 69,93 + 1,96\/

IC=69,93 +7,52
IC =62,41 - 77,45
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Anexo 5. Prueba de hipoétesis para la diferencia de proporciones, con un nivel de

significancia de 0,05

Se utiliz6 la formula siguiente:

7. = P1— P2

- Ho: To=T: (P2:P1)
Ha: T2 > Ty (P2 >P1)

Regla de decision: se rechaza la hipotesis nula si: Z; > Za

81 _ 74
143 143

J (0,54)(0,46) (% + %)

Se acepta la hip6tesis nula, nivel de significancia de 0,05; es decir T1

Z. = = 0,83

es igual que T»

- Ho: Ta= T1 (P3=P1)
Ha: T3> T1 (P3 >P1)

Regla de decision: se rechaza la hipdtesis nula si: Z, > Za
100 _ 74
143 143

Z. =
J (0,61)(0,39) (% + %)

= 3,14

Se rechaza la hipotesis nula, nivel de significancia de 0.05; es decir T3
es mejor que Ty
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Ho: Tz= T2 (P3=Py)
Ha: T3> T2 (P3>P2)

Regla de decision: se rechaza la hipotesis nula si: Z; > Za

100 _ 81
143 ~ 143 233

\/ 0.63)(0.37) (13 + 143)

Se rechaza la hip6tesis nula, nivel de significancia de 0.05; es decir T3
es mejor que T2

Z. =
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Anexo 6. Registro fotografico del trabajo de campo.

Figura 01. Fundo San Francisco de Chumbil.

Figura 02. Material bioldgico.
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Figura 03. Recoleccion de muestra de heces.

Figura 04. Estimacion del peso vivo.
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Figura 06. Administracion de triclabendazol.
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