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RESUMEN

Los nematodos gastrointestinales son unas de las principales causas de pérdidas
econbémicas en produccién animal. Los bencimidazoles (BZD) en rumiantes
constituyen uno de los principales grupos antihelminticos disponibles en la
actualidad. Consecuentemente, la oferta de diferentes BZD ocupa un lugar
preponderante en el contexto del control antihelmintico en produccién ovina. La falta
de integracion entre manejo animal, tratamiento y el incorrecto uso de los farmacos
antihelminticos, debido al desconocimiento de sus propiedades farmacolégicas y de
los factores que alteran las mismas, son elementos determinantes del fallo del
control antiparasitario en poblaciones resistentes en condiciones de produccion. Los
objetivos de la presente tesis fueron: a) caracterizar el efecto del ayuno y el tipo de
Bencimidazol (Albendazol (ABZ) y Flubendazol (FLBZ)) en la eficacia clinica frente a
nematodos gastrointestinales en ovinos, b) comparar la eficacia clinica de diferentes
dosis de ABZ en ovinos parasitados naturalmente con nematodos gastrointestinales
resistentes a BZD. Se realizaron dos experimentos, con una poblacion de 118 ovinos
raza Corriedale parasitados naturalmente con nematodos gastrointestinales, los
cuales fueron mantenidos en condiciones naturales de pastoreo e infestacion. En el
experimento | se evalu6 la eficacia clinica y el efecto del ayuno previo (15hs) a la
dosificacion con ABZ y FLBZ. Para el experimento Il, a los animales que
mantuvieron niveles elevados de parasitosis luego de aplicado el tratamiento del
experimento |, se evalu6 el incremento de la dosis de ABZ (5, 15 y 30 mg/kg) en la
eficacia clinica. La eficacia clinica de los tratamientos en ambos experimentos, fue
evaluada mediante la reduccion en el conteo de huevos por gramo (%R.C.H) en los
grupos tratados versus el control. De forma complementaria, se realiz6 el cultivo de
larvas por grupo, para identificar los principales géneros presentes. No se encontro
diferencias en la eficacia clinica con la implementaciéon del ayuno y la utilizaciéon de
BZD de mayor potencia antihelmintica (FLBZ). Pero si hubo diferencias significativas
mostrando una correlacion en el incremento en los niveles de %R.C.H con el
incremento en los niveles de dosis de ABZ, frente a una poblacién resistente a las
dosis establecidas originalmente.



SUMMARY

One of the major causes of economical losses in animal production are the
gastrointestinal nematodes. The main anthelmintic group currently available in
ruminants is the Benzimidazole (BZD). Consequently, the supply of different BZD
looms large in the context of controlling anthelmintic in sheep production. The key
factors in the failure of parasite control in the resistant population under production
conditions are the lack of integration between animal handling, treatment and
improper use of anthelmintic drugs, due to ignorance of its pharmacological
properties and factors altering them. The objectives of this thesis are: a) characterize
the effect of fasting and type of Benzimidazole (Albendazole (ABZ) and Flubendazole
(FLBZ)) in the clinical efficacy against gastrointestinal nematodes in sheep, b)
compare the clinical efficacy of different doses of ABZ in naturally parasitized with
BZD resistant gastrointestinal nematodes. There will be two experiments, with a
population of 118 Corriedale sheep naturally parasitized with gastrointestinal
nematodes, kept in natural conditions of grazing and infestation. Experiment | will
evaluate the clinic efficacy and the effect of prior fasting (15 hrs.) to ABZ and FLBZ
dosage. Experiment Il, will evaluate the clinical efficacy of an increment in ABZ doses
(5, 15 and 30 mg/kg), in animals treated in experiment |, but still remain with a high
level of parasitosis. The clinical efficacy in treatments of both experiments will be
evaluated by the fecal egg count reduction test (FECR) in treated group versus
control group. As a complementary test, there will be a larval culture per group, to
identify major genera present. There was no difference in clinical efficacy with fast
implementation and use of more powerful BZD anthelmintic (FLBZ). Noticeable
differences were observed showing a correlation between increased levels of FECR
with increasing ABZ dose levels, on a population resistant to originally established
doses.



INTRODUCCION

Produccion ovina:

Uruguay posee uno de los mayores rebafos ovinos de Ameérica Latina cuyos
origenes basicos se remontan al siglo XIX. La produccion ovina se realiza a cielo
abierto sobre pasturas naturales, con las maximas garantias en cuanto a salud y
bienestar animal (S.U.L). La producciéon ha estado orientada fundamentalmente
hacia la producciéon de lana, carne y pieles, las cuales han alcanzado valores de
especial significacion para la dinamizacion de toda la economia, donde un alto
porcentaje de estas producciones tienen como principal destino la exportacion,
registrandose en el afio 2011 un ingreso por exportacion de 400 millones de dodlares
americanos (US$ 300 millones en lana y cueros y US$ 100 millones por concepto de
carne ovina) (Antunez, 2012). Las principales razas ovinas de acuerdo al numero de
ejemplares que existen en el pais son: Corriedale, Merino Australiano, Ideal, Merilin,
Romney Marsh, cohabitan otras, en menor proporcion, que son utilizadas
fundamentalmente en cruzamientos para produccion de carne. Es asi que
encontramos: Texel, lle de France, Hampshire Down, Southdown, Suffolk, Poll
Dorset, Doonhe Merino (S.U.L).

El mayor stock ovino en la historia de nuestro pais se alcanzé en la década de los
90’ siendo aproximadamente 25.611.000 numeros de cabezas (impulsados por la
demanda y buenos precios de la fibra lana), a partir de este momento el stock hizo
un punto de inflexion alcanzando valores de 7.471.316 en el afio 2011 (MGAP -
DI.CO.SE., 2011).

Las mayores explotaciones del rubro ovino en el Uruguay se encuentran en los
departamentos de Artigas, Salto, Paysandu, Tacuarembé y Durazno, las mismas se
encuentran mayoritariamente sobre basalto como se indica en la Figura 1.

Figura 1: Porcentaje de explotaciones con ovinos como rubro de principal ingreso
(Fuente: MGAP, DIEA, 2010).

Enfermedad Parasitaria y su Control:

Las parasitosis son enfermedades de verdadera importancia en el ser humano y en
los animales domeésticos que pueden originar sintomatologia muy variada, segun la
gravedad, desde la pérdida del apetito hasta la muerte del individuo parasitado.
Ademas, las parasitosis son unas de las principales causas de pérdidas econémicas
en produccion animal en todo el mundo. Consecuentemente, el mercado de
farmacos antihelminticos ha crecido enormemente desde la década de los setenta,




ocupando actualmente un lugar de notable importancia econdémica en el contexto de
la industria farmacéutica veterinaria (Botana y col., 2002).

La falta de integracion entre manejo animal, tratamiento y el incorrecto uso de los
farmacos antihelminticos, debido al desconocimiento de sus propiedades
farmacolégicas y de los factores que alteran las mismas, son elementos
determinantes del fallo del control antiparasitario en condiciones de produccion
(Botana y col., 2002). Estudios previos realizados por S.U.L y DILAVE, ya indicaron
que el impacto potencial de los nematodos gastrointestinales (Gl) en la recria ovina
es de 50% de mortandad, 23,6% en la pérdida de peso vivo, 29,3% en el peso de
vellon sucio, siendo el largo de mecha afectado en un 10,9% y el didmetro en un
6,3% (Castells, 1990). Justificando de este modo, implementar el Control integrado
de parasitos (CIP), el cual sugiere un uso racional de drogas, disminuyendo su
frecuencia de uso y la integracion con otras medidas de control. Contrariamente, en
la actualidad el método mas utilizado continua siendo el control quimico (Bonino,
2002). Siendo de nuestro interés contribuir en este conocimiento a través del estudio
de la potencia y dosis de los antihelminticos Bencimidazoles.

REVISION BIBLIOGRAFICA
Epidemiologia

El conocimiento de la dinamica del parasitismo es fundamental para proponer
estrategias de control. Para esto se debe determinar la presencia, abundancia,
distribucion espacial (regional o dentro de un determinado lugar) y temporal
(estacionalidad) de las principales especies. Estos aspectos estan influenciados por
cuatro grupos de factores:

e Dependientes de los parasitos: los parasitos de ciclo directo sobreviven a dos
ambientes durante su ciclo vital: a) medio externo, donde evolucionan las
formas infectivas, expuestas a condiciones climaticas variables, y b) el medio
interno, dado por el hospedador, en el que enfrentan la respuesta inmune, la
competencia entre especies parasitarias y los tratamientos farmacolégicos. Los
factores de adaptacion son genéticos, predeterminados en cada especie o en
cada cepa y esto determina su presencia en distintos ambientes.

e Dependientes del ambiente: el ambiente condiciona la abundancia, la
estacionalidad y es fundamental para determinar el nivel de riesgo parasitario
para las poblaciones de hospedadores.

e Dependientes de los hospedadores: los hospedadores condicionan por su nivel
de susceptibilidad el desarrollo de las poblaciones parasitarias. La capacidad
de respuesta inmune evoluciona con la edad y las experiencias de parasitismo,
es asi que los individuos adultos alcanzan un nivel de resistencia moderado.
Los niveles de susceptibilidad individual varian genéticamente entre individuos
de igual categoria y a los fines practicos se estudian desde dos puntos de vista:
la tolerancia o resiliencia, que es la capacidad de algunos hospedadores de
albergar gran cantidad de parasitos sin sufrir sus efectos en la produccion o la
salud, y la resistencia, que es la aptitud de algunos hospedadores para
interrumpir total o parcialmente el ciclo y la reproduccion de las poblaciones
parasitas a que es expuesto. Esta demostrado en poblaciones no
seleccionadas que el 25% de los animales pueden generar mas del 75% de la
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contaminacién, esto justificaria la segregacion de los individuos susceptibles
(Olaechea, 2005).

e Dependientes del manejo: el manejo de la majada a través de tratamientos
antihelminticos, los cambios de potrero y los niveles de alimentacion a que
estan sometidos los animales contribuyen a determinar las tasas de infeccion y
su efecto sobre la produccion. La variacion en la susceptibilidad de los ovinos
expuestos y el pastoreo simultaneo o alternado con especies no susceptibles,
afectan la dinamica y diversidad natural de las poblaciones. Las cargas
elevadas en sistemas intensivos, aun con niveles iniciales bajos de eliminacion
de huevos, generan altas tasas de contaminacion que son desencadenantes de
pérdidas productivas (Olaechea, 2005).

En la Figura 2 se cuantifican las pérdidas productivas de una dosificacion supresiva
y otra sin dosificar (Castells, 2004).

Mortandad Peso Vivo Peso Velion Sucio Largo Mecha Diém‘Peu%.o‘ y
W Supresivo(Desparasitado) OSin/Dosificar(Parasitado) P<0.05

Figura 2: Impacto potencial de los nematodos gastrointestinales en la recria ovina.

(Fuente: Castells, 2004).

Los diferentes géneros de nematodos de los ovinos en Uruguay, aparecen con
diferente frecuencia a lo largo del afio, dependiendo fundamentalmente de las
condiciones climaticas. De este modo Haemonchus contortus por ser de clima mas
bien calido aparece principalmente en primavera y otofio, en el verano lo hace en
proporciones importantes si se dan condiciones elevadas de humedad y en el
invierno disminuye su apariciéon, salvo cuando se dan condiciones cadlidas
(veranillos). En caso del Trichostrongylus colubriformis es diferente (por ser de clima
un poco mas frio), por lo que es de otofio, invierno (fundamentalmente) y primavera.
En verano en general las poblaciones de T. colubriformis son bajas. Ostertagia spp.
se presenta fundamentalmente en invierno, mientras que Oesophagostomum spp.
estd presente todo el afio y Cooperia spp. entre octubre y noviembre. De todas
maneras esta presentacion estacional (como se indica en la Figura 3) es solo
orientativa ya que una de las caracteristicas mas salientes del clima en Uruguay es
su irregularidad (Castells, 2004).

10



100
80
60
40
20

0 1

Otofio Inviemo Primavera Verano
e Haemonchus C. = = sTrichostrongylus C. — — — - Ostertagia T. Axei —--— - Nematodirus

Figura 3: Presentacion estacional (aproximada) de los nematodos gastrointestinales
de ovinos en el Uruguay. (Fuente: Nari y col., 1986)

La temperatura y la humedad influyen en la supervivencia y velocidad del desarrollo
de huevo a larva 3 (L3), variando de 8 a mas de 60 dias. Un desarrollo rapido y altas
tasas de supervivencia, ocurren durante periodos de climas calidos (mas de 10 °C) y
humedos. El frio, calor extremo y seco bajan la tasa de supervivencia de las larvas
(Mederos, 2002).

La materia fecal es la principal proteccion de las formas de vida libre, ofreciéndoles
las condiciones de humedad y temperatura para su desarrollo inicial y su posterior
supervivencia. Las excretas de los lanares en forma de grano ofrecen en
comparacion con las de los bovinos, poca proteccion a los estadios de vida libre
(Suarez y col., 2007). Las larvas infestantes pueden desplazarse vertical u
horizontalmente, siendo la lluvia el principal factor de dispersion de las mismas
desde la materia fecal a la pastura. De este modo las larvas infestantes se presentan
accesibles al ovino que pasta (Suarez y col., 2007). '

Resulta oportuno remarcar que los ovinos son altamente sensibles a las parasitosis
durante toda la vida, en especial las categorias jovenes (corderos y borregos) y las
hembras préximas al parto, esta Ultima categoria es la responsable de contaminar
las pasturas con parasitos que luego actuaran sobre sus propias crias (Fiel, 2005).

Anatomia parasitaria

Los nematodos son parasitos redondos, fusiformes, no segmentados, con cuticulas
complejas y alargadas. Poseen aparato digestivo completo, en el extremo anterior
esta la boca, no muy atras de ésta se encuentra la pequefia apertura de los 6rganos
que se consideran excretores. La boca conduce a una cavidad bucal que es
tipicamente cilindrica, cubierta por una cuticula engrosada para formar una
estructura llamada capsula bucal. En algunos casos la capsula bucal esta provista
de estiletes agudos, que son empleados para penetrar y desgarrar tejidos del
huésped. De la cavidad bucal, el tubo digestivo se continua con el eséfago que
algunas veces de denomina faringe, generalmente es cilindrico y de paredes
musculosas, actia como una bomba muscular succionando liquidos del huésped. El
esofago se continua con el intestino, lo cual constituye el resto del tubo digestivo. Su
seccion final se llama recto, culminando en su abertura externa, el ano. Si el parasito
1



tiene dientes y esdfago musculoso, lo méas probable es que sea hematodfago (ej:
Haemonchus spp.) (Lapage, 1971).

El orden Strongyloidea en cuanto al aparato reproductor, son dioicos o0 sea que
existen parasitos hembras y machos. En el gusano hembra el poro genital femenino
se localiza generalmente en la region anterior del cuerpo. Posee en la salida de la
vulva una estructura llamada lengleta vulvar, esto es un elemento morfolégico que
hace a la diferenciacion del individuo de las diferentes especies (Lapage, 1971). Los
organos genitales masculinos se abren dentro del extremo posterior del tubo
digestivo, de manera que el ano se une con la abertura genital masculina para
formar una cloaca. Posee una expansion de la cuticula en forma de sombrilla
alrededor del extremo posterior, llamado bursa copulatoria o bolsa caudal (sirve para
sujetar la hembra) contenida por costillas, provista de estructuras cuticulares
quitinosos llamadas espiculas que abren la vulva de la hembra, ayudando a dirigir
los espermatozoides hacia su interior. También puede haber en la pared dorsal de la
cloaca un engrosamiento quitinoso cuticular llamado gubernaculum que sirve para
guiar a las espiculas. En la pared ventral de la cloaca posee el telamén (quitinoso) el
cual sirve para clasificar las especies (Lapage, 1971).

Ciclo biolégico

Los nematodos hembras adultas ponen sus huevos los cuales son liberados en las
pasturas a través de las materias fecales de los ovinos infectados. Una vez en las
pasturas, los huevos eclosionan y se desarrollan al estadio larvario a través de dos
etapas (L1 y L2). Durante este periodo las larvas estdn en estadio libre
alimentandose de bacterias y otros microorganismos (Mederos, 2002).

El tercer estadio infestante (L3), retiene la cuticula del segundo estadio. Esta L3 no
se alimenta y depende de sus reservas almacenadas. Esta fase de vida libre es
comun en lineas generales, para todos los géneros parasitarios, con alguna
excepcion como Nematodirus spp, que alcanza el estadio de L3 en el interior del
huevo (Fiel y Steffan, 1994).

Cuando la larva infestante es ingerida por un hospedador adecuado, pierde la
cuticula del segundo estadio y comienza a desarrollarse a adulto dentro del aparato
digestivo del hospedador (Mederos, 2002). Dependiendo de la localizacion del
parasito, los estrongilidos Gl que habitan en el abomaso se liberan de su cubierta en
el rumen, los de intestino delgado en el abomaso, mientras que aquellos que se
localizan en el intestino grueso pierden su vaina en el intestino delgado (Lapage,
1971).

La mayoria de las especies de nematodos tardan 3 semanas en desarrollarse en
adultos y comenzar la postura de huevos. Las larvas infestantes ingeridas por un
animal durante un periodo de condiciones climaticas adversas, pueden quedar
temporalmente en estado de refugio en la mucosa del cuajo o intestino (hipobiosis)
(Mederos, 2002). En la Figura 4 se muestra en forma esquematica el ciclo biolégico
de los nematodos Gl.
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Figura 4: Ciclo biolégico de los nematodos gastrointestinales
(Fuente: Fiel, 2005).

Especies parasitarias de nematodos gastrointestinales en los ovinos.

Se sabe que las especies de nematodos Gl que se desarrollan en ovinos son
principalmente H. contortus (43%), T. colubriformis (26%), T. axei (12%),
Nematudirus spp. (11%) y Ostertagia spp. y otros (8%) (Castells, 2004).

Haemonchus contortus es un nematodo que se ubica en el abomaso (cuajo), los
machos adultos miden entre 10 a 20 mm mientras que las hembras son mas
grandes 18 a 30 mm de longitud. Son parasitos hematéfagos ya que poseen una
lanceta dorsal que le permite erosionar la mucosa del abomaso. El poder biético es
muy elevado siendo de 5000 a 10000 huevos/dia. Tiene un periodo prepatente
(periodo desde cuando ingresa L3 hasta que comienza la emision de huevos) de 14
dias (Lapage, 1971).

Trichostrongylus colubriformis, parasito del intestino delgado. El macho mide entre 4
a 4,5 mm y la hembra entre 5 y 7 mm de longitud. Se alimentan de tejido intestinal.
Tienen un potencial biético moderado, entre 100 y 200 huevos/dia. Presenta un
periodo prepatente de 21 dias (Lapage, 1971).

Ostertagia circuncinta se encuentra ubicado en el abomaso. El macho tiene entre 7,5
y 8,5 mm y la hembra de 9,8 a 12,2 mm de largo. La enfermedad causada por este
parasito se denomina ostertagiasis, la cual no es muy comin en ovinos (Lapage,
1971).

Cooperia curticei se encuentra en el intestino delgado. Los machos miden 4,5 a 5,4

mm y la hembra 5,8 a 6,2 mm de longitud. Esta especie aumenta su nimero en la
primavera. Cooperia spp. succiona sangre del intestino delgado (Lapage, 1971).

13



Nematodirus spathiger y N. filicollis se encuentran en el intestino delgado de los
ovinos. Los machos tienen una longitud de 10 a 15 mm y las hembras de 15 a 23
mm. Las larvas 1, 2 y 3 mudan su epidermis dentro de los huevos en vez de hacerlo
en los pastizales (Lapage, 1971).

Oesophagostomum columbianum y O. venulosum, son parasitos del colon de los
ovinos. Los machos tienen de 12 a 16,5 mm y la hembra de 14 a 21,5 mm de
longitud. El huésped a la reinfeccién genera inmunidad frente a este parasito, de tal
forma que los envuelve en fibrina formando los llamados noddulos
oesophagostominos en el intestino delgado (donde mudan de L3 a L4) (Lapage,
1971).

Métodos de control de los nematodos gastrointestinales

Si bien existen diversas formas de clasificar y estudiar las medidas de control de los
nematodos Gl se ha optado por dividirlos en 5 grupos (Castells, 2002):

I.  Control quimico: o sea el uso de productos quimicos (uso de antihelminticos),
que a las dosis utilizadas, ejercen su efecto letal sobre las formas parasitarias
y minimos a nulos efectos sobre el huesped al cual ha sido destinado (ovino).

II.  Manejo antiparasitario: a través de la obtencion y el uso de pasturas seguras;
entendiendo por  éstas aquellas que tienen niveles de
contaminacién/infestacion bajos, permitiendo el pastoreo de animales sin
riesgo inmediato de infeccion parasitaria.

Ill.  Control genético: a través de la seleccion de aquellos ovinos que son mas
resistentes a las parasitosis por nematodos Gl.

IV.  Control inmunitario: a través de la utilizacion de vacunas que estimulando el
sistema inmunitario permitan frenar el establecimiento y mantenimiento de
poblaciones parasitas sobre el animal.

V. Control biolégico: o sea el uso fundamentalmente de organismos vivos
(principalmente hongos), que controlan las formas parasitarias en
diferentes etapas (fundamentalmente en los estadios libres).

Escenario actual

En el pasado el control de nematodos Gl se realizaba con productos quimicos como
la Fenotiazina, Tetracloruro de Carbono, Sales de Cobre y Nicotina. En 1962
aparece el primer Bencimidazol (Thiabendazol), combinando, amplio espectro,
elevada eficacia, margen de seguridad y bajo costo. En la década del 70’ contamos
con un segundo grupo de accion diferente, los Levamisoles, que presentan similares
caracteristicas de espectro, eficacia, seguridad y precio. En los 80’ aparece el tercer
grupo de amplio espectro, las Lactonas Macrociclicas, representadas al principio por
la Ivermectina, aumentando el espectro a ciertos ectoparasitos (endectocida)
(Castells, 2002).

Con tres grupos de amplio espectro, muchas moléculas dentro de cada grupo y
varios compuestos de espectro reducido, con eficacia y persistecia en el control de
H. contortus, el combate a nematodos por la via quimica, parecia ser facil. Sin
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embargo, los nematodos pudieron reacciénar y bloquear la accion de los
antihelminticos, a través de lo que se conoce como ‘resistencia antihelmintica”
(Castells, 2002). La situacion de la resistencia antihelminitca en el Uruguay es
preocupante, ya que en 1994 el 92,5% de los establecimientos ovejeros presentaban
algun grado de ésta. En estas explotaciones se encontr6 un 86% de resistencia a los
Bencimidazoles, un 71% a los Levamisoles y un 1,2% a las Avermectinas. E}
principal nematodo involucrado en la resistencia fue Trichostrongylus spp. y en
segundo lugar el Haemonchus spp. (Nari y col., 1996).

Esta situacidon en los ultimos afos, lejos de revertirse o detenerse, se agravé mas
aun y son muchos los reportes de Haemonchus spp. resistente a las Ivermectinas
(Castells, 2002).

Estas constataciones determinan un cambio de enfoque en el control de hematodos
donde los antihelminiticos siguen ocupando un lugar preponderante, pero otros
métodos de control deben ser incorporados apuntando a lo que se denomina,
Control Integrado de Parasitos (CIP) (Castells, 2002).

Control Quimico

El control quimico a base de drogas antihelminticas es la medida mas difundida. En
Uruguay es muy dificil imaginar estrategias de control que no se basen en la
utilizacion de antihelminticos. Esto se debe a que son relativamente econdémicos y
de resultados rapidamente apreciables (Bonino, 2002).

En la ultima década contamos con tres grandes grupos de antihelminticos de
acuerdo al espectro de accion: de amplio espectro, Bencimidazoles (Albendazol,
Fenbendazol y otros), Imidazotiazoles (Levamisol) y Lactonas Macrociclicas
(lvermectinas, Abamectina, Doramectina, Moxidectin); de espectro medio un
Fosforado (Naftalophos); de espectro reducido, dos grupos Salicilanilidas y Fenoles
Sustituidos (Closantel, Rafoxanide,Nitroxinil) y un Fosforado (Triclorfon) (Castells,
2002). Agregandose actualmente los derivados amino-acetonitrilos (Monepantel)
como un antiparasitario de amplio espectro. Los principales principios activos de
cada familia con su respectivo espectro de accién se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Generalidades de los antihelminticos utilizados en el control de parasitos
internos.

Mecanismo de

Familia Principios activos accién Espectro de accién
Ivermectina Apertu_ra de canales
Abamectina d‘? Cl GIu(ame_;to. .
. : Hiperpolarizacion Amplio espectro
Avermectinas Do.ramectlr_\a celular provocando
Eprinomectina paralisis flaccida
. - . . Similar a .
Milbemicinas Moxidectina Avermectinas Amplio espectro

Pardlisis espastica
del parasito por

Imidazotiazoles Levamisol accion colinérgica en Amplio espectro
receptores
nicotinicos
Inhibe la
Triclorfén acetilcolinesterasa, .
Organofosforados Naftalofos. causando parélisis Espectro medio
espastica
Interfiere con los
receptores MPTL-1
Derivado amino- Monepantel del sistema nervioso Amplio espectro
acetonitrilo causando paralisis
espastica
Closantel
) Desacoplante de la .
Salicilanilidas orafoxanide fosforilacion oxidativa Espectro reducido
Desacoplante de la
Fenoles sustituidos Nitroxinil fosforilaciéon Espectro reducido

oxidativa

Bencimidazoles y Pro- Bencimidazoles

Los Bencimidazoles (BZD) se introdujeron al principio de los afios 60’ del siglo
pasado. Los BZD son drogas que han alcanzado notable trascendencia a lo largo de
muchos afios, en razén de sus caracteristicas de amplio espectro, baja toxicidad y
bajo costo (Botana y col., 2002). Los primeros compuestos disponibles fueron el
Tiabendazol, el Parbendazol, el Oxibendazol y el Mebendazol. Posteriormente, a
finales de los afios 70’ del siglo pasado, se introdujeron BZD de amplio espectro mas
modernos como el Albendazol, el Fenbendazol, el Oxfendazol y el Ricobendazol

(Junquera, 2012a). Los compuestos bencimidazélicos mas importantes responden a
la siguiente clasificacion farmacolégica (Tabla 2):
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Tabla 2: Clasificacién farmacologica de los Bencimidazoles.

Bencimidazoles Bencimidazoles Bencimidazoles Probenzoimidazoles
tiazoles metilcarbamatos tioles halogenados (pro-BZD)
Thiabendazol (TBZ) Mebendazol (MBZ) Triclabendazol Tiofanato (TFT)
Cambendazol (CBZ) Oxibendazol (OXB) (TCBZ) Febantel (FBT)
Albendazol (ABZ) Netobimina (NTB)
Albendazol sulféxido
(ABZSO)

Flubendazol (FLBZ)
Fenbendazol (FBZ)

Oxfendazol (OFZ)

El Albendazol (ABZ) es el BZD metilcarbamatos mas utilizado en la actualidad,
siendo efectivo contra nematodos pulmonares y Gl, tenias y trematodos hepaticos
(Botana y col., 2002). Como alternativa terapéutica, surge el Flubendazol (FLBZ) p-
fluorado analogo del Mebendazol, al que la halogenacion le proporciona una mayor
potencia relativa frente al ABZ, que a diferencia presenta una molécula de azufre en
el carbono 5. En la Figura 5 se comparan las moléculas de ambos antiparasitarios.

H O i
/ (o]
O SAes
2—NH N\xﬁkOCHa
N H

Albendazol Flubendazol

Figura 5: Formula estructural de Albendazol y Flubendazol.

Comportamiento farmacocinético

Los farmacos BZD poseen una hidrosolubilidad limitada, lo cual limita su
administracion a la via oral (suspensiones, pastas, granulos). Son sustancias
cristalinas estables y con alto punto de fusién (223-304 °C), solubles en alcohol y
disolventes no polares (Botana y col., 2002).

La absorcion de sustancias administradas por esta via (oral) depende del pH
gastrointestinal, del pka del farmaco y del grado de ionizacion resultante. El gran
volumen del rumen y la extensa permanencia del material alimenticio en el mismo
aumenta el tiempo de permanencia, por lo tanto se puede decir que el rumen actua

como reservorio y prolonga el periodo de absorcion de los compuestos BZD (Botana
y col., 2002).

Con respecto a la distribucién Gl, la tasa de absorciéon, metabolismo y excrecién de
compuestos BZD varia entre las diferentes drogas del grupo; lenta y sostenida
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absorcion Gl y prolongado reciclaje entre plasma y tracto digestivo, son factores
relevantes para optimizar la eficacia antihelmintica de los BZD (Botana y col., 2002).
La eficacia de los BZD dependen de varios factores, entre los que se encuentran el
tamafio y calidad de las particulas que componen el principio activo, el vehiculo, el
ayuno, la dosis, las condiciones fisiolégicas del animal y la forma de administracion,
lo que debera ser tenido en cuenta en el momento de su administracion (Steffan y
col., 2002). La cantidad y composicién de la dieta son factores que afectan el
comportamiento y la eficacia de los antihelminticos. En los animales ayunados,
disminuye la tasa de pasaje del alimento a través del tracto Gl, y por lo tanto
aumenta el tiempo para la solubilizacion y absorciéon de los antihelminticos (BZD),
asi como también las concentraciones plasmaticas de la droga (KfiZzova-Forstova y
col., 2011). Estos autores demostraron que un ayuno de 24 horas previos a la
dosificacion con ABZ en ovinos llevd a un aumento significativo de todos los
parametros farmacocinéticos en animales ayunados en comparacion con animales
no ayunados (Kfizova-Forstova y col., 2011).

Los mas modernos BZD como el Albendazol, Fenbendazol y Oxfendazol son mas
lipofilicos que los compuestos mas antiguos (Thiabendazol) y permanecen por mas
tiempo en la circulacion sistémica. Por consecuencia estas drogas tienen un mayor
tiempo para intercambio (reciclaje) entre plasma y tracto Gl, lo cual es muy
importante para alcanzar concentraciones adecuadas en el tracto digestivo y
prolongar la exposicion de los parasitos localizados en el mismo a niveles de droga
que les son téxicos (Botana y col., 2002).

Los compuestos BZD y sus metabolitos son intercambiados reversiblemente entre
plasma y tracto digestivo, lo cual favorece la llegada de droga activa a parasitos
localizados en la mucosa o lumen GIl. Este mecanismo tiende a concentrar los
metabolitos como por ejemplo: Albendazol sulfoxido en el tracto Gl, lo cual es
particularmente importante en el caso del abomaso, donde un pH mas acido que del
fluido ruminal o intestinal, favorece un fenémeno de secuestro de droga muy
importante, dicho secuestro abomasal, basado en un fenémeno de trampa iénica es
relevante para el comportamiento farmacocinético y la eficacia antihelmintica de
estos compuestos (Botana y col., 2002).

El metabolismo de los BZD metilcarbamatos del tipo tioéteres, son catalizados por
un sistema de oxidasas microsomales, las reacciones de biotransformaciéon mas
importantes son la sulfoxidacion y la hidroxilacion (Botana y col., 2002). Los
principales metabolitos encontrados en la sangre después de la administracion de
ABZ a ovejas son Albendazol sulféxido (ABZSO) y Albendazol sulfona (ABZSO,). En
cuanto a la union a la tubulina del parasito (su mecanismo de accién), el ABZ como
droga madre es mas potente que su sulféxido metabolito (ABZSO), mientras que la
sulfona (ABZSO,) es un derivado inactivo (Alvarez y col., 2011). Estos metabolitos
se distribuyen en el organismo y son concentrados en el tracto Gl, principalmente en
el abomaso. Ademas de la importancia del metabolismo hepatico (en algunas
especies), la metabolizacién a nivel Gl es de gran trascendencia, ya que en los
microsomas hepaticos de la especie ovina y bovina carecen de las enzimas
encargadas de la sulforeduccion. Este proceso consiste en la reduccién de los
metabolitos sulféxidos a sus respectivos tioéteres por accion de la flora bacteriana
del tracto Gl (Botana y col., 2002). La eliminaciéon del ABZSO es mayoritariamente
por via urinaria.

18



Comportamiento farmacodinamico

Actuan provocando alteracion en la estructura microtubular, se unen a la proteina
tubulina del nematodo, favoreciendo la despolimerizacién y alterando la estructura
de los microtubulos, éstos estan involucrados en diversos procesos vitales para la
funcion celular, tales como el transporte de nutrientes, divisidn celular mitética,
excrecién de desechos metabodlicos y estructura celular. Esa selectiva unién a la
proteina tubulina del parasito desencadena una disrupcion del equilibrio dinamico
tubulina-microtubulos, lo cual altera el funcionamiento celular (Botana y col., 2002).

También de manera secundaria podrian modificar la actividad de enzimas como
fumarato-reductasa y provocar interferencia con el metabolismo energético en el
transporte de glucosa hacia el citosol del parasito (Lanusse, 1994).

Dosis vy toxicidad de los compuestos BZD

La dosis recomendada de Albendazol es 3.8mg/kg. Alvarez y col., (2011)
recientemente demostraron que en ovinos infectados artificialmente con H. contortus
resistentes a BZD, frente a un incremento de la exposicién a la droga (x3 y x10
veces), se correlaciond con un incremento en la eficacia parasitolégica. Sin
embargo, estos datos no han sido validados en situaciones de infestacién natural
con nematodos resistentes en nuestro pais.

El alto margen de seguridad de los BZD se relaciona con la baja solubilidad que
presentan en los fluidos Gl y como consecuencia poseen baja absorcion que les
impide alcanzar elevadas concentraciones en plasma como para provocar signos de
toxicidad (Botana y col.,, 2002). De acuerdo a las advertencias de los productos
Bovex®25%Co y Valbazen®25%Co a una dosis unica de 150 mg/kg en bovinos
presentan signos de intoxicacion (anorexia, letargia, pérdida de peso y ligera
incoordinacion del tren posterior) mientras que a una dosis de 300 mg/kg causaron la
muerte de varios animales; en ovinos la dosis letal es de 100 mg/kg (26 veces la
dosis recomendada). Se ha demostrado que el ABZ administrado en los primeros
estadios de la prefiez en dosis cuatro veces por encima de la dosis recomendada,
ha producido efectos teratogénicos. El periodo de susceptibilidad embrionaria
coincide con el periodo de desarrollo de los miembros (aproximadamente a los 20
dias de prefiez) y se expresa con mal formaciones, como deformidades de los
miembros e hiperflexion de la articulaciéon carpiana. Esta embriotoxicidad esta
relacionado con los efectos de disrupcion en la dindmica microtubulo-tubulina. Los
ovinos son mas sensibles a este efecto, el cual esta relacionado con diferencias en
el comportamiento farmacocinético y el metabolismo de esta especie (Botana y col.,
2002).
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Resistencia antihelmintica

La resistencia antihelmintica es definida como un aumento significativo de los
individuos de una poblaciéon de nematodos capaces de tolerar dosis de droga(s) que
han probado ser letales para la mayoria de individuos de la misma especie (Nari,
1987).

Dentro de esta definicion general existen grados o matices que a veces no son
facilmente detectables en condiciones de campo (Nari, 1987) como ser:

¢ Resistencia colateral: existe cuando la resistencia a un antihelmintico es el
resultado de la seleccion de otra droga con un modo de accion similar.

¢ Resistencia cruzada: se produce cuando la resistencia es el resultado de la
seleccion de otra droga con un modo de accién diferente.

¢ Resistencia multiple: se presenta en dos o mas grupos de antihelminticos, ya
sea como consecuencia de la seleccion de individuos dentro de un mismo
grupo de drogas o como resultado de la resistencia colateral.

e Reversion de resistencia: consiste en la disminucion de los individuos
resistentes dentro de una poblacion a la que se ha evitado presionar con el
agente causal de su seleccion.

e Seleccién contraria: es un tipo de reversion en la cual se refuerza e induce la
seleccién a través de una droga con un modo de accion diferente a la que
indujo resistencia.

La resistencia antihelmintica ha determinado un nuevo escenario en el control de
nematodos Gl del ovino, donde los antihelminticos deberan ser utilizados
criteriosamente (Castells, 2002).

En muchos casos la resistencia antihelmintica, ha obligado a la utilizacion
combinada de antihelminticos, de forma de lograr alta eficacia y amplio espectro
simultdneamente (Castells, 2002).

Si bien las dosificaciones tacticas dependen entre otras cosas de aspectos
epidemiolégicos, se mantiene el concepto de dosificaciones estrarégicas, que en el
caso de una majada de cria se realizan en la preencarnerada, preparto, sefalada y
destete (Castells, 2002).

Por otro lado un elemento que ha surgido en el marco de una disminucién en el uso
de antihelminticos a la totalidad de los animales de una poblacion, es la dosificacion
individual, solo a los animales afectados. Este método es aplicado en Nueva
Zelanda (Drench on Demand) y en Sudafrica (FAMACHA®), con diferentes criterios
de evaluacion dependiente fundamentalmente del nematodo considerado (score de
diarrea para T. colubriformis y coloracion de la mucosa ocular para H. contortus). En
Uruguay, los trabajos de investigacion realizados sobre la técnica de FAMACHA®,
dieron resultados satisfactorios en términos de racionalizacién en el uso de las

drogas, siendo una alternativa para ser usada en algunos casos puntuales, pero no
en forma generalizada (Castells, 2002).

La heredabilidad de la resistencia es la caracteristica mas importante de este
fendmeno; proceso en el cual la presion ejercida por la quimioterapia elimina
selectivamente los nematodos susceptibles de la poblacion genéticamente
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heterogénea, produciéndose un incremento de individuos portadores de genes que
confieren resistencia a los medicamentos y son transmitidos a la proxima
generacion. La resistencia puede ser intrinseca o adquirida. En la primera un
parasito que es naturalmente insensible a una droga, debido a la ausencia de
receptores o la imposibilidad del farmaco para entrar al sitio de accion de la misma,
como ocurre en la resistencia de los trematodos y cestodos a los endectocidas. La
resistencia adquirida se presenta en los parasitos que inicialmente son susceptibles
a la accion terapéutica de un farmaco, y posteriormente dejan de serlo luego de la
ocurrencia de modificaciones genéticas que son heredables de generacion en
generacion (Marquez Lara, 2003).

Las principales modificaciones genéticas que operan en el proceso de la resistencia
adquirida son (Marquez Lara, 2003):

1. Mutacion: el ADN de la célula susceptible es alterado induciendo
modificaciones en la produccién de un componente celular o en la funcion
normal de éste, impidiendo que la droga produzca su acciéon farmacologica.
La mutacion siempre selecciona a la poblacion resistente y gracias a esto las
generaciones posteriores provendran de las resistentes.

2. Amplificacion génica: ocurre por el aumento exagerado de genes que
conllevan a una produccion incrementada de ciertas sustancias cruciales en
la accién de un farmaco convirtiéndolas en resistentes a las concentraciones
normales de la droga que son efectivas en condiciones normales.

3. Transferencia génica: la(s) célula (s) de un parasito susceptible adquiere (n)
material genético de otro (ambiente, bacteria) que incorpora en su
cromosoma, induciendo resistencia a una droga o grupo de drogas.
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OBJETIVOS
Objetivo general:

Estudiar la potencia y dosis de Bencimidazoles en el control antihelmintico de
nematodos gastrointestinales en ovinos.

Objetivos particulares:
1. Caracterizar el efecto del ayuno y el tipo de Bencimidazol (Albendazol (ABZ) y

Flubendazol (FLBZ)) en la eficacia clinica frente a nematodos gastrointestinales
en ovinos.

2. Comparar la eficacia clinica de diferentes dosis de ABZ en ovinos parasitados
naturalmente con nematodos gastrointestinales resistentes a Bencimidazoles.
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HIPOTESIS
La aplicaciéon del ayuno y la dosificacién con Flubendazol (FLBZ) incrementaria
la eficacia clinica con respecto al Albendazol (ABZ).
El aumento de la dosis de ABZ incrementaria la eficacia clinica frente a

nematodos gastrointestinales resistentes a la dosis indicada para uso de
Bencimidazoles (ABZ y FLBZ).
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MATERIALES Y METODOS

Area experimental y Laboratorio:

En base a los antecedentes de dosificacion (9 afios de la ultima dosificacion con
BZD) y el nivel de resistencia antihelmintica en la zona, el estudio experimental se
realizd en el establecimiento Los Sauces Soc. Agrop. ubicado en el departamento de
Paysandu, en el paraje Puntas del San Francisco, a 37 km al noreste de la ciudad de
Paysandu. El mismo se realizd en verano-otofio, momento epidemiologico de mayor
prevalencia de H. contortus.

Este trabajo experimental involucroé la participacion del Laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Veterinaria Regional Norte (Salto), Laboratorio de Parasitologia y
Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Veterinaria (Montevideo), donde se
realizaron el disefio experimental, analisis de muestras e interpretacion de los
resultados.

Animales Experimentales:

De una poblaciéon de ovinos del establecimiento de la raza Corriedale, parasitados
naturalmente con nematodos Gl y mantenidos en condiciones naturales de pastoreo
e infestacion, se preseleccionaron 118 animales.

Los criterios de inclusion al experimento fueron por valores de huevos por gramo
(hpg) (mayores a 120 y menores a 5000 hpg), peso (entre 20 y 45 kg de peso vivo)
y categoria (borregas de 2-4 dientes por ser unas de las categorias mas suceptibles
a las parasitosis Gl). Quedando asi una totalidad de 84 borregas de 2-4 dientes con
hpg promedio de 860 (rango de 120 - 2920) y un peso vivo promedio de 35 + 5 kg.
Mientras que los criterios de exlusion fueron aquellos ovinos que recibieron
tratamiento antihelmintico en los dos meses previos al ensayo y todos los que no
cumplieron con los requisitos de inlusién. Las borregas que contabilizaron menos de
120 huevos por gramo fueron incluidas en un grupo que tomaremos como registro
de la evolucion cronolégica (no fueron dosificadas en todo el periodo de esta tesis),
de manera de apreciar el efecto del no tratamiento con cargas bajas de parasitos
durante el ensayo, a este grupo lo llamaremos evolucion (n=34).

a. Experimento |

o Diseno experimental:
Se evaluo la eficacia clinica y el efecto del ayuno previo (15hs) a las dosis indicadas
comercialmente para uso de ABZ (3,8 %, Albetil, Lab. Dispert, Uruguay) y FLBZ
(10%, Producto en desarrollo, Lab. Callier, Uruguay). De acuerdo al inicio del ensayo
(hpg dia 0), los animales se adjudicaron en grupos y subgrupos, en donde se aplico
como criterio de tratamiento a los grupos al ayuno (ayuno 15hs y no ayuno) y como
criterio de tratamiento a los subgrupos, la dosificacion farmacolégica. Adjudicandose
el tratamiento farmacoloégico en: Grupo control (los animales no recibieron
tratamiento antihelmintico), Grupo ABZ (los animales fueron tratados con una
formulacion de ABZ (3,8%) por via oral, a la dosis de 3,8 mg/kg), Grupo FLBZ (los
animales fueron tratados con una formulacion de FLBZ por via oral, a la dosis de 10
mg/kg). La asignacién de los tratamientos en los grupos se realiz6 mediante un
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disefio en bloques completamente aleatorio y en los subgrupos mediante el azar
(Disefio Split-Plot).

e Muestreo experimental:
El dia -4 se indentifico en forma individual a las borregas, dicha identificacién se
realizd en la region del anca (grupa) utilizando pintura en aerosol con numeros
correlativos del 1 al 118. También se extrajo muestras de materia fecal, para su
posterior procesamiento en el laboratorio.

El dia -3 se realizd el procesamiento de las muestras en el laboratorio de
Parasitologia de Facultad de Veterinaria Regional Norte.

El dia -1 se design6é cada borrega a su correspondiente grupo y subgrupo, para
posteriormente ser encerradas en los bretes sin oferta forrajera a las borregas del
grupo ayuno (n=42) (15 horas de ayuno).

El dia O se registré el peso individual (balanza para 100 kg max. con sensibilidad de
0,2 kg), en funciéon del peso se dosifico con ABZ y FLBZ via oral, aplicada con
jeringa de 5 ml con precision de 0,1 ml, luego se registraron estado corporal (EC) y
FAMACHA.

El dia 12 se realiz6 la técnica FAMACHA y extraccion de muestras individuales de
materia fecal. Las muestras fueron procesadas el dia siguiente a su extracciéon para
realizar el conteo de huevo por gramo y cultivo de larvas. En la Figura 6 se
esquematiza el trabajo de campo.
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Figura 6: Esquema de trabajo de campo del experimento |

- = |dentificacion; - Extraccién de materia fecal; = FAMACHA;
I = Pesaje; EC = Estado corporal; W‘ = Dosificacion.

b. Experimento ll:

o Disefno experimental:
En este experimento, los criterios de inclusiéon fueron por valores de hpg, mayores a

300 y menores a 3000, quedando una poblacién de 48 animales con hpg promedio
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de 1023 (rango 320 — 2640), demostrando un nivel elevado y homogéneo de
parasitosis. Dichos animales provenian del experimento | (parasitos resistentes) y se
evaluo la respuesta a un incremento de la dosis de ABZ (5, 15 y 30 mg/kg) mediante
el porcentaje de reduccién en el conteo de huevos (%R.C.H.).

Para el disefio experimental se tom6 como primer criterio el tratamiento previo
recibido (ABZ, FLBZ y control) y como segundo criterio el nivel de dosis
administrada: Grupo control (no recibi6 tratamiento antihelmintico), Grupo 5, Grupo
15 y Grupo 30 (los animales fueron tratados con una formulacién de ABZ (3,8%)
por via oral, a la dosis de 5, 15 y 30 mg/kg, respectivamente). La asignacion de los
tratamientos se realiz6é de igual forma que para el experimento |. El grupo evolucién
se sigue manteniendo. En la Figura 7 se puede apreciar la continuidad entre los
experimentos.

e Muestreo experimental:
El dia O se realiz6 la formacioén de los grupos y se dosificé.

El dia 13 se extrajo muestras individuales de materia fecal, las cuales fueron
procesadas al dia siguiente de su extraccion, ademas de realizar la técnica
FAMACHA y EC.

D13

®
EC

Figura 7: Esquema de trabajo de campo del experimento | y ||

by

- = |dentificacion; Voo Extraccién de materia fecal; ® = FAMACHA;
I = Pesaje; EC = Estado corporal; W = Dosificacion.

Analisis de muestras:

Estudios parasitoldgicos:

¢ Recuento de huevos por gramo en materia fecal:
La extraccion de materia fecal se realiz6 desde recto en forma manual para su
posterior colocacion en bolsas de polietileno teniendo la precaucién de que
estuvieran cerradas con la menor cantidad de aire, bien identificadas con el nimero
del animal y refrigeradas hasta su procesamiento.

26



Se utilizé la técnica cuantitativa McMaster modificada. Para esta prueba se utiliza
una soluciéon saturada de Cloruro de sodio (densidad 1,20) lo que produce la
flotaciéon de los huevos de la mayoria de los géneros parasitarios Gl, permitiendo asi
su recuento en camaras con una sensibilidad de 40 huevos por gramo (hpg) utilizada
en este estudio.

e Cultivo de larvas

Para cada grupo se realizd6 un coprocultivo extrayendo 10g de materia fecal
(obtenido de un “pool” de materia fecal de cada grupo) mediante la técnica de
Roberts- O' Sullivan brindando las condiciones necesarias de temperatura (27 °C),
oxigeno y humedad (75%) para el desarrollo de huevo a L3 permitiendo conocer asi
los géneros parasitarios predominantes. Luego de 8 dias se recuperaron las larvas
para su posterior identificacion (observadas en forma directa al microscopio)
empleando las claves de Niec (1968), la misma se realiz6 en el laboratorio de
Parasitologia de Facultad de Veterinaria (Montevideo).

Analisis clinico:

Ademas del estudio parasitario se realizaron las técnicas: FAMACHA y Estado
corporal.

e FAMACHA:

El método FAMACHA se basa en la comparacién del color de la conjuntiva ocular
con una escala de 5 colores (1 al 5), los cuales se correlacionan con los diferentes
grados de anemia visualizados a través de la mucosa ocular. El método presupone
que la anemia es causada por la infeccion de Haemonchus spp. El objetivo principal
de FAMACHA es controlar H. contortus en ovinos, dosificando solamente aquellos
animales que en base a la inspeccidn clinica de la mucosa ocular muestren grados
de anemia considerables (Salles, 2002). En nuestro ensayo experimental los
animales presentaron en la escala de FAMACHA un valor de 3 (rango entre 1y 4).

e Estado corporal:

La técnica de estimacion del estado corporal se realiza por una simple palpacién en
la zona lumbar del ovino en pie, detectandose el grado de recubrimiento de grasa
subcutanea de los huesos de la zona a través de la piel. Mediante esta técnica lo
que se esta estimando es el estado nutricional a través de la proporcién de grasa en
el animal. Es una técnica muy sencilla y bastante precisa, se dan puntuaciones de 0
a 5, o sea de animal muy flaco a muy gordo (Kremer, 2004). En nuestro ensayo
experimental los animales presentaron un valor de 3 en la escala de estado corporal
(rango entre 2 y 4).

Analisis de datos:

e Eficacia clinica:
La eficacia de los tratamientos, se determiné utilizando el método de reduccién de
huevos de nematodos gastrointestinales por gramo de materia fecal (Coles y col.,
1992), para el caso de los BZD la segunda extraccién de materia fecal debe
realizarse a los 8-10 dias. Este método es la prueba de eleccién por ser econémica,
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practica y no necesitar de equipamiento sofisticado. La féormula que permite estimar
dicha eficacia es: R.C.H. % = (1- T2/T1 x C4/Cz) x 100; siendo T, el promedio
aritmético del dia 10 del grupo tratado, T4 el promedio aritmético del dia O del grupo
tratado, C1 el promedio aritmético del dia 0 del grupo control (testigo sin tratar), C, el
promedio aritmético del dia 10 del grupo control (testigo sin tratar).

e Anadlisis estadistico:
Para ambos experimentos, se realizé un analisis estadistico descriptivo. La
comparacion entre grupos, se realiz6 mediante ANOVA y posteriores post-test,
previa transformacion logaritmica de los datos (hpg+1). El nivel de significancia fue
de p<0,05.
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RESULTADOS

Experimento |

Tabla 3: Resultados de hpg promedios y rangos de los dias 0 y 12 y %R.C.H del
experimento |.

HPG
DO D12 %R.C.H.
858 761
Ayuno (120-2960) (0 -2960)
862 590
No ayuno (120-2640)  (0-2120)
860 554
Albendazol (120-2960)  (0-2640) 20
871 787
Flubendazol (120-2920)  (0-2960) 0
Control 849 686

(120-2640) (0-2120)

HPG= huevos por gramo. () Rango de HPG. DO = dia 0 del experimento, D12 = dia 12 del
experimento. R.C.H. % = (1- T./T x C4/C;) x 100; T el promedio aritmético del dia 12 (D12) del grupo
tratado, T, el promedio aritmético del dia 0 (DO) del grupo tratado, C, el promedio aritmético del DO

del grupo control (testigo sin tratar), C, el promedio aritmético del D12 del grupo control (testigo sin
tratar).

Al dia 0 previo al inicio del experimento se partieron de grupos homogeneos donde
no se encontraron diferencias significativas (P<0,05), luego de aplicado el
tratamiento al dia 12, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo
ayuno y no ayuno, y entre los tratamientos realizados con los diferentes
antihelminticos con un nivel de significacion de P<0,05.

120%
100%
§ 80%
£ 60%
¢ 40%
:g 20%
€ 0%
g Ayuno  Ayuno Ayuno  s/Ayuno s/Ayuno s/Ayuno Evolucvo
E ABZ CONT FLBZ CONT ABZ FBZ
®» Haemonchus spp. 98% 91% 73% 91% 96% 95% 84%
m Trichostrongylus spp. 2% 9% 25% 5% 3% 5% 16%
Ostertagia spp. 0% 0% 2% 4% 0% 0% 0%
m Coopena spp. 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Ocsophagostomum spp. 0% 0% 0% 0% 1% 0% 0%

Figura 8: Porcentaje de nematodos gastrointestinales presentes en el cultivo de
larvas del dia 12 del experimento |.

El cultivo de larvas mostr6 una mayor prevalencia del parasito H. contortus como lo
indica la Figura 8.
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Experimento |i:

[/

Tabla 4: Resultados de hpg promedios y rango de los dias 0 y 13 del experimento I,
teniendo en cuenta la pre-selecciéon con los diferentes antihelminticos y las distintas

dosis de ABZ y el %R.C.H.
HPG
DO D13 %R.C.H.
Albendazol 910 1160 0
(360-2640)  (120-3760)
Pre-seleccién Flubendazol 1092 1037 19
(360-2000)  (160-3280)
Control 1067 1248 -
(320-2120)  (40-4280)
5 mg/kg 1083 16732 26
(320-2640) (320-420)
Albendazol 15 mg/kg 1010 693° 67
(360-1960)  (200-1440)
30 mg/kg 1127 406° 83
(400-2360)  (40-1480)
Control 873 1820° -
(360-2960)  (400-3560)

HPG= Huevos por gramo. () Rango de HPG. DO = Dia 0 del experimento, D13 = Dia 13 del
experimento. R.C.H. % = (1- T./T x C4/C;) x 100; T, el promedio aritmético del dia 13 (D13) del grupo
tratado, T, el promedio aritmético del dia 0 (DO) del grupo tratado, C, el promedio aritmético del DO
del grupo control (testigo sin tratar), C, el promedio aritmético del D13 del grupo control (testigo sin
tratar).

Al dia 0 no se encontraron diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos
previos realizados al experimento.

Cuando se administré 5 mg/kg no hubo diferencias significativas respecto al grupo
control pero si se encontraron diferencias entre las distintas dosis administradas de
ABZ 5 mg/kg, 15 mg/kg y 30 mg/kg con un nivel de significacién de P<0,05.

Estos resultados no tuvieron diferencias significativas en cuanto si provenian de un
tratamiento previo (ABZ, FLBZ o haya sido control).

120%
100%
.g 80%
60%
®
g 40%
8 20%
* 0%
C C
] Contr °"" """ Lo-m FLBZ- n.nz . ABZ- Anz ADZ
< 1
S ol - 30 30 Evolu
S Contr iO myi Con mg;la mg/l myl (0"" mg/l mgl mg_/lx don
a mg'k mgh ol
ol £ [ [ [4 e
[ €
» Haemonchus spp 88\ 98\ 95% 100%  97% 7% 99% 94%  96% 96N 96 95% 98N
aTrichostrongyhus spp 5 pan EEN [iZ¥ . 3, 1. 64 n. ERN ELY S 2
Ostestagha spp . o 1. o o o o o o 0. (8 o o
sLooperiaspp o o (12N o, [12% o o O 0 0 (12 (129 0%y
Oesophagostonwm spp 6\ (143 o, o, o\ o o\ [14 (149 o 0% o 0

Figura 9: Porcentaje de nematodos gastrointestinales presentes en el cultivo de
larvas del dia 13 del experimento |I.
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El cultivo de larvas mostré6 una mayor prevalencia del parasito H. contortus como lo
indica la Figura 9.

El grupo evolucién indicé un crecimiento en la exposicion parasitaria a lo largo de los
experimentos como lo muestra la Figura 10.
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Figura 10: Evolucion cronologica de valores de huevos por gramo del grupo
evolucion que involucra ambos experimentos (n=34).
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DISCUSION

Los BZD se introdujeron al principio de los afios 60’ del siglo pasado (Botana y col.,
2002). En la evolucién de los antihelminticos, los BZD marcaron un avance
transcendental para la terapéutica y control de los nematodos Gl que afectan a los
rumiantes en condiciones de pastoreo (Steffan y col., 2002). Entre las virtudes de
estos compuestos se encuentran el amplio espectro incluyendo los estadios
maduros, inmaduros e inhibidos de los nematodos, el efecto ovicida y la baja
toxicidad (Steffan y col., 2002). EI BZD metilcarbamato mas utilizado en la actualidad
es el ABZ, siendo efectivo contra nematodos pulmonares y Gl, tenias y trematodos
hepaticos (Botana y col., 2002). Los farmacos BZD poseen una hidrosolubilidad
limitada, lo cual limita su administracion a la via oral (suspensiones, pastas,
granulos) siendo ésta de gran importancia en ovinos ya que es una via muy utilizada
para la administracién de antihelminticos. Son sustancias cristalinas estables y con
alto punto de fusién (223-304 °C), solubles en alcohol y disolventes no polares
(Botana y col., 2002).

Existen diferentes estudios que muestran claramente que Ila resistencia
antihelmintica de nematodos Gl en ovinos del Uruguay es un problema muy grave y
que ha aumentado rapidamente (Nari y col., 1996). Nari en 1992 diagnosticé un 60%
de resistencia a los BZD en la regién noroeste del departamento de Salto (Nari y
col.,, 1996). En los afos 1994-1995, DI.LA.VE y S.U.L realizaron un relevamiento
para cuantificar la prevalencia de la resistencia antihelmintica en la regién, donde en
Uruguay se registro 86% de resistencia a los BZD (Mederos, 2004). En los afos
1999-2001, Castells y col. (2002) realizaron chequeos de resistencia antihelmintica
en los laboratorios de Salto (DONDO), Tacuarembd (INIA) y Florida (S.U.L)
observando que en el 91% de los casos se encontroé resistencia a los BZD. Durante
los afos 2002-2003 en INIA Tacuarembdé se registré que un 96% de los
establecimientos estudiados presentaron resistencia a los BZD (Mederos, 2004).

Nuestro experimento no fue ajeno a esta realidad nacional, donde se pudo observar
que es un establecimiento que presento resistencia a BZD. El porcentaje de
reduccion en el conteo de huevos (%R.C.H) para ABZ y FLBZ no presentaron
diferencias significativas respecto al grupo control, lo que demuestra que no fueron
eficaces para el contol de la parasitosis a las dosis administradas. Segun el
W.A.A.V.P. (Asociaciéon Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria) se
asocia con resistencia antihelmintica cuando hay %R.C.H. inferiores al 90% en
bovinos y un 95% en ovinos (Coles y col., 1992).

El FLBZ al tener una molécula de fluor, le da una mayor potencia relativa frente al
ABZ, es un antihelmintico muy utilizado en explotaciones avicolas y porcinas
(Junquera, 2012b). Este experimento no demostré diferencias entre ABZ y FLBZ, por
lo que nos da a pensar que existe resistencia colateral entre estos dos
antihelminticos.

Se menciona la resistencia colateral que existe en el grupo de los BZD, justamente
por actuar todos en el mismo receptor, la B tubulina: cuando esta proteina es
alterada en los parasitos resistentes, ninguno de los miembros de este grupo puede
unirse al receptor con alta afinidad (Marquez Lara, 2007).
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Frente a esta situacion de resistencia, debemos tener presente que existen
alternativas para mejorar la eficacia de los BZD como la aplicacion del ayuno
(KFfizova-Forstova y col., 2011) y la dosis administrada.

Krizova-Forstova y col. (2011) demostraron que un ayuno de 24 horas previo a la
dosificacion con ABZ en ovinos llevd a un aumento significativo de todos los
parametros farmacocinéticos en animales ayunados en comparaciéon con animales
no ayunados.

En nuestro experimento no hubo un efecto benéfico de los animales ayunados con
respecto a los animales no ayunados. Si bien el ayuno pudiera haber aumentado los
parametros farmacocinéticos en sangre, a la dosis recomendada (ABZ 3,8 mg/kg,
FLBZ 10 mg/kg) el mismo no afecté la concentracion parasitaria en poblaciones
resistentes.

El principal parasito involucrado en la resistencia fue H. contortus, como lo indican
los cultivos de larvas, demostrando en su mayoria a esta especie parasitaria (> 90%),
este hallazgo se condice con la epidemiologia parasitaria, ya que es un parasito que
prevalece en la estacién en que se realizaron los experimentos.

Como se mensiono6 anteriormente el aumento de la dosis mejora la eficacia de los
BZD. Alvarez y col. (2011) estudiaron las concentraciones en plasma de los
metabolitos del ABZ (ABZSO - ABZSO;) administrado a diferentes dosis (5-15-45
mg/kg) en corderos, encontraron que existe una relacién dosis dependiente en
cuanto a la concentracién plasmatica de ABZSO, aumentando AUC (area bajo la
curva de concentracion frente a tiempo), Cmax (concentracion maxima) y TMR
(tiempo medio de residencia) luego de la administracién de 15 y 45 mg/kg en
comparacion con el tratamiento con 5 mg/kg. Este aumento en las concentraciones
plasmaticas de ABZSO no fue proporcional a la dosis, la misma puede estar
asociada con una saturacion de las vias enzimaticas implicadas en sus
biotransformaciones. Alvarez y col. (2011) encontraron que la eficacia parasitologica
de H. contortus resistente fueron de 16% (ABZ 5mg/kg), 59% (ABZ 15mg/kg) y 94%
(ABZ 45mg/kg).

En este experimento (ll) se partié6 de una poblacién homogénea, donde al dia 0 no
hubo diferencias entre los tratamientos (ABZ, FLBZ y control). Al dia 13 obtuvimos
una reduccion en el conteo de huevos del 67% cuando se administr6 ABZ a 15
mg/kg y 83 % a 30 mg/kg, resultados que se ratifican con los encontrados por
Alvarez y col. (2011) con un incremento de 3 y 9 veces la dosis. En nuestro
experimento, cuando se administr6 5 mg/kg no hubo diferencias significativas
respecto al grupo control, pero cuando aumentamos 3 veces la dosis de ABZ
encontramos cambios significativos frente al grupo control y 5 mg/kg y cuando
aumentamos 6 veces la dosis hubo diferencias significativas con respecto a los
grupos anteriores. Si bien hubo una reduccién significativa cuando se administré 15
y 30 mg/kg, no hubo un efecto de reversion de la resistencia por lo que hay un resto
de la poblacion que es resistente a estas concentraciones. A pesar de haber
obtenido resultados similares a los de Alvarez y col., un incremento de la eficacia al
aumentar la dosis, es de destacar que la metodologia para la obtenciéon de datos fue
diferente, ya que ellos determinaron la eficacia parasitolégica (a través de necropsia
parasitaria) siendo un método de mayor confiabilidad para evaluar la sensibilidad de
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los nematodos a los antihelminticos (Fiel y col., 2001). Otra diferencia a resaltar es
que utilizaron animales en estabulacion, lo que hace que estos ovinos reciban una
infestacion Unica mientras que a campo natural reciben una oferta parasitaria
constante.

La resistencia a BZD se ha correlacionado con cambios genéticos asociados con el
gen de la B tubulina. Estos cambios, se centraron principalmente en la posicién 200
y 167 del gen de la B tubulina, determinando una reduccién en la afinidad al
receptor, lo que explica el desarrollo de resistencia a los antihelminticos BZD
(Alvarez y col., 2011).

El inconveniente de recomendar dosis altas puede estar asociada con la seleccion
de los nematodos de alta resistencia, ademas de los efectos sobre los residuos de
medicamentos, los tiempos de espera, altos volimenes de administracion, etc.
(Alvarez y col., 2011).

En ambos experimentos se dosific6 con ABZ a similares dosis (3,8 y 5 mg/kg)
encontrandose en el experimento | (ver Tabla 3) una disminucién en los promedios
de hpg al igual que el grupo control (entre los dias 0 y 12), mientras que en el
experimento |l (ver Tabla 4) se encontr6 un aumento en el promedio de hpg de
ambos grupos (5mg/kg y control), esto podria estar explicado a que hubo un
aumento de la oferta parasitaria en la pastura (recambio generacional), como se
puede apreciar en la Figura 10, que al dia 19 hubo un aumento exponencial en el
conteo de huevos del grupo evolucion.

No se encontraron diferencias significativas si los animales provenian de haber sido
tratados con ABZ, FLBZ (a las dosis recomendadas) o no haber recibido tratamiento
(control).
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CONCLUSIONES

El antiparasitario es un recurso necesario pero no renovable, en la medida que la
resistencia va avanzando progresivamente sobre los mas modernos grupos
quimicos disponibles. No existe antiparasitario resistente a la resistencia (Eddi y col.,
2003). La resistencia parasitaria no es una enfermedad, es una consecuencia del
control (Nari y Eddi, 2002). Una vez que la resistencia esta instalada es muy dificil
que el tiempo la revierta, ya que en el establecimiento hacia 9 afios que no se
administraba BZD y en el mismo se encontr6 resistencia. La reversion de la
resistencia se define como la disminucion de la frecuencia de individuos resistentes
en una poblacion de helmintos después de la retirada de uso de un antihelmintico
que estaba seleccionando para resistencia (Marquez Lara, 2003).

Debemos destacar que en el establecimiento nunca se habia utilizado FLBZ por lo
que era de esperar que siendo una molécula nueva en el establecimiento y con
mayor potencia, fuera eficaz, pero se encontré resistencia a dicho antihelmintico.
Esto se explica porque existe resistencia colateral entre los farmacos de un mismo
grupo.

El efecto del ayuno a la dosis recomendada en poblaciones resistentes no afect6 la
concentraciéon parasitaria.

Un aumento de la dosis de ABZ llevé a una mayor reduccién en el conteo de huevos
pero sin haber revertido la resistencia. El inconveniente de recomendar dosis altas
puede estar asociada con la seleccion de los nematodos de alta resistencia, ademas
de los efectos sobre los residuos de medicamentos, los tiempos de espera y los altos
volumenes de administracion requeridos (Alvarez y col., 2011).

Al ser una droga de muy amplio espectro (estadios maduros, inmaduros e inhibidos
de los nematodos, efecto ovicida, tenicida y trematodicida) y de baja toxicidad hace
que el ABZ sea una alternativa en la dosificacion de corderos ya que son sensibles a
distintas especies parasitarias. En animales de descarte para consumo habria que
realizar estudios de residualidad en carne a altas concentraciones.

Es necesario utilizar un sistemas de Contol integrado de parasitos, a efectos de
contrarestar los efectos producidos por la resistencia parasitaria (Nari, 2003). Este
control combina la aplicacién de tratamientos antihelminticos, tacticos o estratégicos,
con las medidas de manejo que permitan brindar a los animales pasturas poco
contaminadas (Fiel, 2005).
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ANEXOS

Tabla con valores de huevos por gramo individual de los dias 0 y 12 del
experimento |.

Animal Block Factor1 Factor 2 hpg DO hpg D12
48 1 Ayuno ABZ 120 0
99 2 Ayuno ABZ 160 0
74 3 Ayuno ABZ 200 400
51 4 Ayuno ABZ 280 0
87 5 Ayuno ABZ 320 40
120 6 Ayuno ABZ 400 840
93 7 Ayuno ABZ 480 40
43 8 Ayuno ABZ 640 400
62 9 Ayuno ABZ 760 120
56 10 Ayuno ABZ 800 160
91 11 Ayuno ABZ 1360 600
69 12 Ayuno ABZ 1680 2640
100 13 Ayuno ABZ 1960 2360
86 14 Ayuno ABZ 2960 1960
50 1 Ayuno control 120 240
88 2 Ayuno control 160 200
54 3 Ayuno control 200 320

7 4 Ayuno control 320 200
26 5 Ayuno control 360 40
109 6 Ayuno control 400 40
80 7 Ayuno control 480 120
24 8 Ayuno control 640 1280
38 9 Ayuno control 800 960
97 10 Ayuno control 840 440
78 11 Ayuno control 1240 1120
12 12 Ayuno control 1600 1280
49 13 Ayuno control 1840 1600
108 14 Ayuno control 2640 1960
96 1 Ayuno FLBZ 120 0
63 2 Ayuno FLBZ 160 120
107 3 Ayuno FLBZ 200 240
27 4 Ayuno FLBZ 320 80
2 5 Ayuno FLBZ 360 1360
15 6 Ayuno FLBZ 440 560
70 7 Ayuno FLBZ 440 240
37 8 Ayuno FLBZ 640 800
113 9 Ayuno FLBZ 760 560
67 10 Ayuno FLBZ 840 600
92 11 Ayuno FLBZ 1560 1480
98 12 Ayuno FLBZ 1560 1880
104 13 Ayuno FLBZ 1960 1720
42 14 Ayuno FLBZ 2920 2960
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Animal Block Factor1 Factor 2 hpg DO hpg D12
41 1 sin ayuno ABZ 120 480
18 2 sin ayuno ABZ 160 0

1 3 sin ayuno ABZ 240 120
90 4 sin ayuno ABZ 240 80
116 5 sin ayuno ABZ 360 720
102 6 sin ayuno ABZ 400 280
73 7 sin ayuno ABZ 520 360
65 8 sin ayuno ABZ 560 360
75 9 sin ayuno ABZ 680 360
95 10 sin ayuno ABZ 960 920
16 11 sin ayuno ABZ 1240 120
33 12 sin ayuno ABZ 1800 840
46 13 sin ayuno ABZ 2120 560
10 14 sin ayuno ABZ 2560 760
25 1 sin ayuno  control 120 0
112 2 sinayuno  control 120 240
66 3 sinayuno  control 240 400

3 4 sin ayuno  control 280 240
57 5 sin ayuno  control 360 880
53 6 sinayuno  control 400 920
101 7 sinayuno  control 480 400
31 8 sinayuno  control 560 200
14 9 sinayuno  control 720 920
77 10 sin ayuno  control 960 1440
20 11 sinayuno  control 1200 1040

6 12 sinayuno  control 1840 320
39 13 sinayuno  control 2400 280
35 14 sin ayuno  control 2440 2120
34 1 sin ayuno FLBZ 120 280
13 2 sin ayuno FLBZ 160 120
84 3 sin ayuno FLBZ 240 400
36 4 sin ayuno FLBZ 280 120
72 5 sin ayuno FLBZ 360 120
61 6 sin ayuno FLBZ 400 360
114 7 sin ayuno FLBZ 480 120
29 8 sin ayuno FLBZ 560 160
83 9 sin ayuno FLBZ 680 1480
68 10 sin ayuno FLBZ 880 480

4 11 sin ayuno FLBZ 1200 1080
105 12 sin ayuno FLBZ 1760 1520
94 13 sin ayuno FLBZ 2360 1200
11 14 sin ayuno FLBZ 2640 2000
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Resultados de hpg individual de los dias 0 y 13 del experimento Il, teniendo en
cuenta la pre-seleccion con los diferentes antihelminitcos y las distintas dosis de
ABZ.

Animal | _ P Factor1| hpgD0 | hpgD13
75 ABZ 15mg 360 400
46 ABZ 15mg 560 200
10 ABZ 15mg 760 1160
86 ABZ 15mg 1960 1160
74 ABZ 30mg 400 120
43 ABZ 30mg 400 240

116 ABZ 30mg 720 240
100 ABZ 30mg 2360 520
65 ABZ 5mg 360 840
41 ABZ 5mg 480 720
33 ABZ 5mg 840 1400
69 ABZ 5mg 2640 3760
73 ABZ control 360 920
91 ABZ control 600 1440
120 ABZ control 840 3320
95 ABZ control 920 2120
101 control 15mg 400 480
38 control 15mg 960 440
24 control 15mg 1280 1120
77 control 15mg 1440 1440
66 control 30mg 400 40
14 control 30mg 920 160
78 control 30mg 1120 600
35 control 30mg 2120 360
6 control 5mg 320 320
57 control 5mg 880 1120
12 control 5mg 1280 1440
49 control 5mg 1600 4280
97 control control 440 600
53 control control 920 1120
20 control control 1040 3560
108 control control 1960 2880
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Pre-

Animal seleccién Factor1| hpgDO0 hpgD13
15 FLBZ 15mg 560 440
67 FLBZ 15mg 600 200
105 FLBZ 15mg 1520 560
104 FLBZ 15mg 1720 720
84 FLBZ 30mg 400 560
94 FLBZ 30mg 1200 160
83 FLBZ 30mg 1480 1480
11 FLBZ 30mg 2000 400
113 FLBZ 5mg 560 320
37 FLBZ 5mg 800 560
2 FLBZ 5mg 1360 2040
98 FLBZ 5mg 1880 3280
61 FLBZ control 360 1280
68 FLBZ control 480 400
4 FLBZ control 1080 1960
92 FLBZ control 1480 2240
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