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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the fasciolicide activity of 5-chloro-2-methylthio-6-(1-naphthiloxy)-
ih-benzimidazole called compound alpha against three day, two-, four-, six-, eight- and ten week-old flukes in
experimentally infected sheep. Sixty Pelibuey free-fluke sheep were infected each with 150 metacercariae of F.
hepatica per os. Animalswere divided into 12 groups of 5animalseach. Allanimalswere detected positive toF. hepatica
antibodiesbythe ELISAtestatthree week postinfection. Groups1,3,5,7,9and 11 were orally treated with 15 mg/
kg of compound alpha on days 2, 4, 6, 8 and 10 weeks postinfection, respectively. Groups 2, 4, 6, 8, 10 and 12
remained as non-treated controls. All sheep were euthanized in order to collect and count the flukes in the liver
fourweeks after the treatment. Efficacy was assessed as the percentage of fluke reduction inthe treated groupsin
comparison to the control ones. Results showed that compound alpha removed 100% of the flukes in all treated
groups. Mean number of flukes in non-treated groups was of 189. Maximum- and minimum number of flukes
collected per animal was of 59 and 15, respectively. It is concluded that compound alpha administered per os at 15
mg/kg, exerted highly promising efficacy against different evolutive stages of F. hepaticain sheep.

Key words: FAascioLAHEPATICA, PELIBUEY SHEEP, TREMATODA,COMPOUND ALPHA,EXPERIMEN-
TALCHEMOTHERAPY.

Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la eficacia del 5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-ih-bencimidazol
denominadocompuesto “alfa” contrafasciolasdetresdias, dos, cuatro, seis,ochoy diez semanasde edad, enovinos
infectados experimentalmente. Se utilizaron 60 ovinos de raza Pelibuey, libres de infeccion porF. hepatica. Enel dia
cerotodoslosanimalesfueroninfectados por viaoral con 150 metacercarias del parésito por borrego. Losanimales
fuerondivididosen 12 grupos de cincoanimales cadauno. Losgrupos 1,3,5, 7,9y 11 se trataron con el compuesto
alfaensuspensiénaunadosisoral de 15mg/kgalostresdias, dos, cuatro, seis, ochoy diez semanas posinfeccion,
respectivamente. Losgrupos 2,4, 6,8, 10y 12 fueron testigos sin tratamiento. A las cuatro semanas postratamiento,
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losanimales fueronsacrificados paracolectar y contar en el higado el nimero de fasciolas presentes. Laeficaciase
midiésegunelnimerodetrematodos presentesenlosgrupostratadoscon respectoal nimerode parasitosenlos
grupos testigo sin tratamiento. Los resultados indicaron una eficacia del 100% en todos los grupos tratados. Los
grupos testigo tuvieron un promedio de 189 fasciolas en la necropsia. EI méaximo y minimo de trematodos
colectados por animal fue de 59 y 15, respectivamente. Se concluye que el compuesto alfa mostré una eficacia
altamente prometedora contra fasciolas de diversas edades en ovinos.

Palabras clave: FAascioLAHEPATICA, OVINOSPELIBUEY, TREMATODOS,COMPUESTO ALFA,QUI-

MIOTERAPIAEXPERIMENTAL.

Introduction

nants, caused by Fasciola hepatica in the hepatic

parenchymaand bile ducts.! Itsrelevanceliesin

high economic losses that year by year decreas-
es livestock production?? Itis estimated that one quar-
ter of worldwide cattle graze in zones where F. hepatica
is present. This trematode can also infect other mam-
malian hosts, even mankind, and also may be found as
an erratic parasite in the lungs, subcutaneous tissue
and in the uterus?

Inthe last few years, 2,594 human fasciolosis cases
were diagnosed in 42 countries including Argentina,
Bolivia, Cuba, France, Peru, Portugal and Puerto Rico,
therefore, this trematode is considered as an impor-
tant zoonosis. When study ying fasciolosisone should-
bear in mind epidemiological and clinical aspects; its
enzootic characteristic is presented under favourable
conditions when developing in intermediary hosts,
namely in Lyimnaea snails.? There are three ways to
control fasciolosis: chemical treatmentsvs the parasite
(fasciolidas), management measures and chemical treat-
ment vs the intermediary host (molusquicides). It is
important to know that the pathogeny of fasciolosis is
presented more frequently when the juvenile stage of
the parasite is migrating through the hepatic paren-
chyma, and not when it is allocated in the bile duats
when adult, and, therefore, the importance of having
the correct components indicated vs the immature
early stages of the parasite.* Anthelmintic medication,
control measures and mollusquicides are used to con-
trol the liver fluke disease. The pathogenicity of this
parasite is major when juvenile flukes inflicted trauma
by tunneling in the liver, resulting this in highly and
fatal clinical illness, so that this is the reason why one
must use effective flukicides against young flukes*

During several years, some studies have been carried
out to design, synthesize and evaluate different bio-
logical compounds with the aim to develop an effi-
cient flukicide.>” The 5-chloro-2-methylthio-6-(1-
naphthiloxy)-ih-benzimidazole named compound
alpha, when administered orally at 10 and 15 mg/kg,
exerted an efficacy of 81% and 87% respectively.® Ac-
cording to these results, other chemical evaluations
were carried out to test different doses of this com-

F asciolosis is the main parasitic disease of rumi-
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Introduccioén

a fasciolosis representa la enfermedad hepatica
parasitaria mas importante en los rumiantes, se
-A_# debealapresenciay accion del trematodoFascio-
lahepatica enel parénquimahepético, conductosbiliares
y vesicula biliar.! Esta enfermedad es de distribucién
mundial. Su relevancia radica en que provoca cuantio-
sas pérdidas econémicas que afio tras afio merman en
forma considerable la produccién pecuaria?? Se haesti-
mado que una cuarta parte de la poblacion mundial de
ovinos y bovinos pastorean en areas donde F. hepatica
esta presente y el ambiente es favorable para su mante-
nimiento y dispersion. Puede presentarse también en
caprinos, cerdos, equinos, conejos, ratas, el hombre y
varios mamiferos silvestres. Como parasito erratico se
puede encontrar en pulman, tejido subcutaneo y Utero.?
La presencia del parasito en el hombre no debe de
sersubestimada. Enlos Gltimos afios se diagnosticaron
2594 casos humanos en 42 paises, entre ellos Argenti-
na, Bolivia, Cuba, Pera y Puerto Rico. Este aumento de
la prevalencia hace que se le considere como una
zoonosis emergente.® De la fasciolosis deben conside-
rarse los aspectos epidemioldgicos y clinicos; el carac-
ter enzoodtico de esta enfermedad se presenta bajo
condiciones favorables al desarrollo de los hospederos
intermediarios, que son caracoles del géneroLymnaea.?
El control de esta enfermedad se puede llevar a cabo
mediante tres formas: Tratamientos quimicos contra el
parasito (fasciolicidas), medidas de manejo y trata-
mientos quimicos contra el huésped intermediario
(molusquicidas). Es importante saber que la patogenia
de la fasciolosis se manifiesta mas frecuentemente
cuando el estado juvenil del parasito va migrando por
el parénquima hepético y no cuando el verme se en-
cuentra alojado en los conductos biliares en su estado
adulto, deahilaimportancia de contar con compuestos
indicados contra los estadios inmaduros tempranos
del parasito.* Asimismo, el tratamiento con fasciolici-
das es la practica mas comun empleada en campo,
teniendo como finalidad eliminar el agente causal de la
enfermedad, interrumpir la excrecién de los huevos y
prevenir la infeccion de caracoles.?



pound in sheep?, as well as an adequate vehicle to
formulate the drug to improve its efficacy.?®

The aim of the present study was to evaluate the
efficacy of compound alpha against three day, two-,
four-, six-, eight- and ten week-old flukes in experimen-
tally infected sheep.

Materials and methods

Location of the study

The study was undertaken at the Centro Experimental
Pecuario del Estado de Puebla (CIPEP) of the Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolasy Pecuarias (IN-
IFAP) in Mexico.

Animals

Sixty Pelibuey free fluke sheep of indistinct sex between
six months and one year of age were used.

Experimental compound

Compound alphawasadministered asa10% suspension
formulated with 1.5 g pectin; 0.5 g of carboximethilcellu-
lose (low viscosity) and 0.03 g of propilparabene.?

Conduction of the study

On day cero, all sheep were infected each with 150
metacercariae of F. hepatica, obtained by the infection of
Lymnaea shails under laboratory conditions, using the
method of Vera et al.'* Then, the animals were ear
tagged and divided into 12 groups of 5 animals each.
Six groups (1, 3,5, 7,9and 11) were orally treated with
compound alpha at 15 mg/kg against three day, two-,
four-, six-, eight- and ten week old flukes. The six
remaining groups (2, 4, 6, 8, 10 and 12) were used as
non-treated controls.

Serological diagnhosis

Three week postinfection with metacercariae blood
samples were obtained from the sheep in order to look
for 1gG antibodies using the indirect ELISA test.'?

Fecal examination

Coprological examinations were performed, using the
sedimentation test on day cero, and the days of
treatment and sacrifice.

Postmortem evaluation

All sheep were sacrificed in order to collect and count
the flukes in the liver. Efficacy was assessed as the
number of flukes present in the liver of treated animals

Durante varios afios se ha trabajado en el disefio,
sintesis y evaluacion bioldgica de diversos compuestos,
con la idea de desarrollar un fasciolicida mas eficiente.>”
Se destaca en forma particular el 5-cloro-2-metiltio-6-(1-
naftiloxi)-ih-bencimidazol, denominado compuesto
“alfa”,* queadministradoaovinosadosisde 10y 15mg/
kg, mostro eficacia de 81% y 87%, respectivamente.? A
partir de esta eficacia, se realizaron otras evaluaciones
guimioterapéuticasen lasquese probarondiversas dosis
del compuesto alfa en ovinos,® asicomoen laseleccién de
unvehiculoadecuado paraformularelfarmaco,enel cual
se obtuvo una eficacia hasta de 100% contra fasciolas de
cuatro y diez semanas de edad.°

El objetivo del presente estudio fue evaluar la efica-
cia del compuesto alfa contra fasciolas de tres dias y
dos, cuatro, seis, ocho y diez semanas de edad en
ovinos infectados experimentalmente.

Materialy métodos
Localizacion del estudio

El estudio se llevo a cabo en las instalaciones del Cam-
po Experimental Pecuario del Estado de Puebla (Cl-
PEP) del Instituto Nacional de Investigaciones Foresta-
les, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Animales

Se utilizaron 60 ovinos de raza Pelibuey, de sexo indis-
tinto, entre seis meses y un afio de edad, libres de
infeccion por F. hepatica.

Farmaco experimental

Se utilizé el compuesto alfa formulado en suspension
al 10%, conteniendo como vehiculo pectina, 1.5 g;
carboximetilcelulosa (baja viscosidad), 0.5 g; y propil-
parabeno, 0.03 g.%°

Conduccién del estudio

Eneldiacerotodoslosovinosseinfectaroncadaunocon
150 metacercarias de F. hepatica que se obtuvieron en el
laboratorio a partir de la infeccion de caracoles limnéi-
dos, mediante el método descrito por Vera et all' y se
administraron en capsulas de gelatina con una pinza
dosificadora de 35 cm de longitud. Posteriormente éstos
fueron aretados y divididos en 12 grupos de cinco ani-
males cada uno para realizar los tratamientos. Seis gru-
pos (1, 3, 5, 7, 9, y 11) recibieron tratamiento con el
compuesto alfa, a una dosis oral de 15 mg/kg contra

* Patenteentramite.
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in comparison to the control ones according to the
formula described by Wood et al.*®

Statistical analysis

A correlation analysis was used to compare the
efficacy obtained between the treated groups, and
the control ones. In addition, in order to detect if
there were any changes attributable to treatments,
the same test was used to find out if there was
homogeinity in the infectivity of the metacercariae,
and also in the liver weight of the treated sheep
relative to the control groups.

Results

No trematodes were found in any of the treated groups
(1,3,5,7,9and 11) showing an efficacy of 100%. In the
control groups (2, 4, 6, 8, 10 and 12), the number of
flukes collected was of 197, 163, 165, 197, 215 and 196,
respectively. These results showed a global average of
189 trematodes per group.

Compoundalfakilled all stages of the flukes showing
anefficacy of 100%. There was no statistical significance
between the number of flukes of the treated groups
(Table 1).

All serum samples analyzed by the indirect ELISA
test showed anti-F. hepaticaantibodies at three weeks
postinfection. Serum samples were considered as
positive when the asorbance value was equal or
grater to the cutting ELISAoff point (0.05).

As expected, sedimentation analysis were negative
in the groups harbouring immature flukes, although
there were F. hepatica eggs (13 and 22 eggs/5 g of feces)
in the groups containing flukes aged 8 and 10 weeks.
No eggs were observed at sacrifice day. The control
groups had 8 and 19 eggs/5 g of feces at the day of the
treatment, respectively.

The average liver weight of treated and untreated
animals was of 2.15 kg and 2.23 kg, respectively. No
statistical evidence was observed on this parameter
between treated and non-treated groups (P > 0.05).

Discussion

In the search for finding novel anthelmintics, it is
necessary to test a considerable amount of compounds
which demands a great investment of time and money.
Compound alpha was developed by modifying the
structure of triclabendazole (TCB), widely recognized
as one of the most effective fascioliscides directed
against immature and adult trematodes.#16

Results obtained in this study demonstrated that
compound alpha was 100% effective against different
evolutive stages of liver flukes in sheep. Furthermore,
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fasciolas de tres dias, dos, cuatro, seis, ocho y diez
semanas posinfeccion. Los seis grupos restantes (2, 4, 6,
8, 10 y 12) fungieron como testigos sin tratamiento.

Diagnoéstico serologico

A las tres semanas posinfeccion con las metacercarias,
se tomaron muestras de sangre de los ovinos con
ayuda de equipo vacutainer para la blsqueda de anti-
cuerpos IgG, utilizando lapruebaindirectade ELISA.*?

Diagnéstico coprolégico

Se realizaron anélisis coproparasitoscépicos por sedi-
mentacién en los dias cero (inicio del estudio), dia del
tratamiento (dependiendo de la edad de las fasciolas
en cada grupo) y en el dia del sacrificio (dos semanas
postratamiento).

Diagnoéstico postmortem

Los ovinos fueron sacrificados de acuerdo con las fechas
previamente sefialadas. A cada animal se le extrajo el
higado para colectar y contar el nimero de fasciolas. La
eficacia del compuesto se midié con base en el nimero de
fasciolas presentes en los grupos tratados con respecto al
namero de trematodos presentes en su respectivo grupo
testigo, siguiendo la metodologia descrita por Wood et al.*3

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados empleando un
analisisdevarianza,enelcualsecomparélaeficaciaentre
los grupos tratados y testigos. Asimismo, se comparo el
namero de fasciolas colectadas de los grupos testigo con
la finalidad de observar si habia homogeneidad en la
infectividad obtenida con las metacercarias dosificadas a
los ovinos. Adicionalmente se comparo6 el peso de los
higadosdegrupostratadosy notratados paradeterminar
algun posible cambio atribuible al tratamiento.

Resultados

No se encontraron trematodos en ninguno de los gru-
pos tratados (1, 3,5, 7,9y 11), esto ultimo indica 100%
deeficaciaparacadaunodeellos. Enlosgrupostestigo
(2,4,6,8,10y 12) se colectaron 197, 163, 165, 197,215y
196 fasciolas, respectivamente, lo que generé un pro-
medio global de 189 trematodos por grupo.

El farmaco ejercié su efecto contra todos los trema-
todos inmaduros tempranos desde tres dias de edad
hastaestadiosadultos de diez semanas, indicando con
esto 100% de eficacia. No hubo evidencia estadistica
significativa en el nimero de fasciolas presentes en los
grupos testigo (Cuadro 1).



thisefficacy is the highest obtained since the beginning
of different studies with this drug in sheep.” Perhaps
the enhanced activity exerted by compound alpha was
due to the vehicle in which the compound was formu-
lated, improving the absorption and bioavailability of
the drug.

Different authors 571”18 have proven that many fas-
ciolicide compounds are not efficient enough to kill all
fluke evolutive stages, and if they are, the dose has to
be increased substantially with the corresponding cost
and risk approaching sometimes toxicity levels of the
compound. Triclabendazole is the only fasciolicide,
whichwhen administered atan oral dose of 10 mg/kg,
shows satisfactory efficacy against different stages of
liver flukes®®. Nevertheless, this activity does not al-
ways reach a 100% efficacy.

On the other hand, the cost due to flukicide treat-
ment is important and most farmers are reluctant to
treatanimals since anthelmintic treatmentis generally
expensive. In the case of compound alpha, the cost per
dose perhaps can be reduced, since it is synthesized as
a national product.

En relacion con el diagnéstico seroldgico, todos los
sueros analizados mediante ELISA indirecta mostra-
ron anticuerpos anti-F. hepatica indicando la positivi-
dadalainfeccién desde latercerasemanaposinfeccion
con metacercarias. Se consider6 como positiva una
muestraindividual cuandosuvalor deabsorbanciafue
igual o mayor al punto de corte del ELISA (0.05).

Como era de esperarse, los andlisis coproparasitos-
copicos resultaron negativos en los grupos que conte-
nian fasciolas inmaduras. Sin embargo, en las fechas
del dia del tratamiento en los grupos que contenian
fasciolas de ocho y diez semanas (adultas), se observé
lapresenciade huevosdel parasito (13y 22h/5gheces),
con resultados negativos en las muestras tomadas el
dia del sacrificio, con ello se demostré un porcentaje de
reduccidn de huevos de100%, en comparacion con los
grupos testigo que tuvieron 8y 19 h/5 g de hecesen el
dia del tratamiento, respectivamente.

Conreferenciaal peso promedio del higado paralos
grupos tratados fue de 2.15 kg, y para los grupos
testigo, 2.23 kg. Aun cuando los pesos registrados en
los grupos testigo fueron ligeramente mayores, no se

Cuadrol
COLECTA DEFasciolahepatica DE DIVERSASEDADESPOSTERIOR AL TRATAMIENTO CON EL COMPUESTO ALFAEN OVINOS
INFECTADOSENFORMAEXPERIMENTAL
Fasciola hepaticaCOLLECTED AT DIFFERENTEVOLUTIVESTAGESAFTERTREATMENTWITHCOMPOUND ALPHAIN
EXPERIMENTALLY INFECTEDSHEEP

Tratamiento Minimode Méximode Promediode
Grupos Alfa fasciolas fasciolas fasciolas %
(n=5) 15mg/kg colectadas por grupo colectadas por grupo + DE* eficacia

Treatment Minimum Maximum Averagefluke

Groups alpha flukenumber flukenumber number Efficacy
(n=5) 15mg/kg/p.o. collected per group collected per group +S.D.* %
1 Tresdias 0 0 0 100
2 Testigo 3 5 384 + 1441
3 Dossemanas 0 0 0 100
4 Testigo 2 a 326 + 1012
5 Cuatrosemanas 0 0 0 100
6 Testigo 15 4 B + 106
7 Seissemanas 0 0 0 100
8 Testigo 19 5 394 + 1457
9 Ochosemanas 0 0 0 100
10 Testigo Vi 51 43 + 1031
n Diez semanas 0 0 0 100
2 Testigo 5 82 392 + 101
*=Standard Deviation.
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Further studies will have to be carried out in
sheep harbouring natural or experimental infections
to demonstrate if compound alpha given at 10 mg/
kg/p.o. maintains this high exerted efficacy.

It is concluded that compound alpha administered
per os at 15 mg/kg, showed a 100% efficacy against
different evolutive stages of F. hepatica in experimen-
tally infected sheep.
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observo evidencia estadistica significativa entre los
pesos de ambos grupos (P > 0.05).

Discusién

En la busqueda de un nuevo farmaco es necesario
realizar un escrutinio intenso de compuestos que de-
mandan gran inversion de tiempo y dinero. En el caso
del compuesto alfa, la ventaja fue que se modifico la
estructura del triclabendazol (TCB), farmaco reconoci-
do mundialmente por su actividad contra fasciolas
juveniles y adultas.+6

Con base en los resultados obtenidos, se determin6
gue el compuesto alfa es 100% efectivo contra fasciolas de
diversas edades en ovinos. Este porcentaje de eficacia es
el mayor que se ha obtenido a partir del inicio de diversos
estudios con este farmaco en ovinos.”®* Seconsideraqueel
vehiculo® en el cual se formulé al compuesto alfa en los
Gltimos estudios, contribuyd a mejorar su absorcion y
biodisponibilidad, mostrando la importancia de formu-
lar al compuesto en un vehiculo adecuado.

Por otro lado, diversos autores >""8sefialan que la
mayoria de productos fasciolicidas no son eficaces
simultdneamente contra las formas juveniles y adultas
de F. hepatica, o si lo son la dosis tiene que aumentarse,
con la consecuente desventaja que se pueden alcanzar
niveles de toxicidad. Adicionalmente, TCB es el Unico
fasciolicidacomercial que en ovinos muestraunaefica-
cia satisfactoria contra todos los estadios a dosis de 10
mg/kg por via oral.’® Sin embargo, esta eficacia no
siempre alcanza 100%. La diferencia de costo por la
dosis requerida de uno y otro medicamento, quiza
puedareducirse al serel compuesto alfaproducido con
materias primas nacionales. Estudios futuros podran
dilucidar si el compuesto alfa evaluado a dosis de 10
mg~/kg en ovinos, produce una eficacia similar o mejor
ala producida por el triclabendazol.

Finalmente, el compuesto alfa ofrece un potencial
altamente prometedor para controlar y eliminar infec-
ciones por fasciolas adultas y juveniles, que junto con
el triclabendazol serian los Unicos farmacos en el mun-
docapaces de eliminar todos los estadios evolutivos de
F. hepatica. Es importante destacar que el compuesto
alfaesel primero de creacion nacional con estas carac-
teristicas. La informacion de este trabajo permite con-
cluir que el compuesto alfa administrado en suspen-
sion por via oral adosis de 15 mg/kg fue efectivo 100%
contra estadios inmaduros y adultos de F. hepatica en
ovinos infectados en forma experimental.
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