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Histopatologia y bioguimica sanguinea en ovinos tratados con un fasciolicida
intramuscular experimental

Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar si la administracion del profarmaco fasciolicida
fosfatriclaben inyectable, en dosis Unica a 6 mg/kg por via intramuscular en ovinos
criollos, produce reacciones adversas reflejadas en los perfiles histopatoldgicos,
particularmente en los tejidos involucrados en el metabolismo de los farmacos, y
bioquimico sanguineo. Para este efecto, se formaron dos grupos de ovinos. El grupo 1
(G1) de 15 ovinos recibi6 tratamiento; el grupo 2 (G2) de 5 ovinos fungié como control.
Los dias 0, 7, 14, 28 y 35 post-tratamiento, se tomaron muestras de higado, rifidn y sitio
de inyeccién para histopatologia; asi como muestras sanguineas para su estudio
bioquimico. Los resultados no mostraron alteraciones histopatolégicas de importancia,
ni diferencias significativas en la bioquimica sanguinea (P < 0.05); los valores de los
analitos se mantuvieron dentro del rango de referencia. Se estima que el profarmaco de
prueba podria presentar caracteristicas de seguridad, similares a las de su precursor, el
triclabendazol.

Palabras clave: Fasciola hepatica; Triclabendazol; Fosfatriclaben; Profarmaco

veterinario; Reacciones adversas a medicamentos.



Contribucion del estudio

En afos recientes, un grupo multidisciplinario de investigadores ha experimentado con
un nuevo fasciolicida derivado del triclabendazol, denominado fosfatriclaben, el cual ha
mostrado ventajas sobre su precursor, como lo son una alta solubilidad, administracion
parenteral, menor dosis, y alta eficacia contra Fasciola hepatica, tanto en ovinos como
en bovinos. Es importante seguir realizando pruebas de seguridad antes de su
comercializacién para garantizar la ausencia de reacciones adversas que producirian
mermas productivas en los ganaderos. Mediante andlisis histopatolégicos y bioquimicos
es posible detectar alguna alteracion de la funcién hepatica o renal, u otros efectos
relacionados con la aplicacion del medicamento. En este trabajo corroboramos que el
compuesto experimental no genera reacciones adversas en el sitio de inoculacion, ni
hallazgos en tejidos 0 en sangre que sugieran dafios por su uso. Por tanto, estimamos

un nivel de seguridad similar a la de su precursor, el triclabendazol.

Introduccién

La fasciolosis es la parasitosis hepatica mas importante en bovinos y ovinos debida al
trematodo Fasciola spp., causa graves problemas de salud animal y pérdidas financieras
significativas debidas a mermas productivas y considerables gastos en su control.(:=3
Fasciola hepatica, presente en todos los continentes, infesta a un gran nimero de
mamiferos, incluido el hombre, mediante la ingestion de plantas y vegetales
contaminados con el parasito.“™® El triclabendazol (TCBZ), aprobado también para
humanos,() es el fasciolicida mayormente elegido debido a su eficacia contra el

trematodo adulto y su estadio juvenil.®® Como todos los bencimidazoles, es un
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compuesto muy poco soluble en agua.?® Un nuevo profarmaco, por ahora denominado
fosfatriclaben (Figura 1), es un derivado del TCBZ, altamente soluble y estable en agua.
Los primeros estudios sobre su eficacia fasciolicida han dado promisorios

resultados.(1-13)
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Figura 1. La bioconversion de fosfatriclaben a triclabendazol ocurre en dos pasos.
Primero, una desfosforilacion completa con la enzima fosfatasa alcalina para generar el
intermediario hidroximetilo (2), y en un segundo paso, la descomposicién quimica

espontanea de 2 para obtener TCBZ (1) y formaldehido. %

Por constituir un compuesto de nueva creacion, es importante someterlo a pruebas y
evaluaciones exhaustivas antes de su registro y comercializacion, para garantizar su
actividad farmacoldgica, eficacia, seguridad y calidad; asi como demostrar sus bondades
0 reacciones adversas sobre 6rganos particularmente susceptibles a lesiones inducidas
por medicamentos.4-19 La efectividad de un medicamento atafie tanto a su eficacia o
capacidad de producir el resultado deseado, como a la ausencia o grado de respuestas
adversas.? Una reaccion adversa a un medicamento (RAM o ADR, por sus siglas en
inglés) es una reaccion dafiina o desagradable, resultante del uso de un medicamento en
un individuo, que predice el peligro de una administracion futura y justifica la prevencion,
tratamiento, alteracion de la dosificacion o retirada del producto.@?: 22 Esta definicion se
refiere a todas las sustancias terapéuticas y de diagndstico, incluidos los pesticidas y las

vacunas.(®9



Las RAM pueden ser leves, moderadas, graves o letales; inmediatas, de corta o
larga duracion, o permanentes, y las causa la sustancia activa, por contaminantes o por
los excipientes.(*”:21.23) E| momento de aparicion de signologia, el patron de la
enfermedad, los resultados de las investigaciones y la nueva exposicién pueden ayudar
a atribuir la causalidad a una sospecha de RAM.?Y Gran parte de los autores describe
los términos alergia, efectos secundarios y toxicidad, como formas de RAM:
inmunologicas, idiosincraticas, o debidas a la dosificacion y el tiempo,

respectivamente. 6. 17, 24-27)

Las RAM son una fuente importante de morbilidad, mortalidad y aumento de los
costos sanitarios.®* 28) La investigacion, el diagndstico y la incidencia documentada de
las RAM en medicina veterinaria son mucho menores que en humanos.®®) Para proteger
la salud publica, es necesario que todas las reacciones observadas durante el desarrollo
y la experimentacion de un farmaco para animales productores de alimentos se
consideren relevantes, y pueda precisarse el diagnéstico de asociacion a RAM. (5. 30, 31)
Cualquier o6rgano o sistema podria verse afectado por las interacciones
farmacodinamicas,®? sin embargo, el higado y los rifiones suelen ser particularmente
susceptibles a RAM por su importante papel en el metabolismo y la excrecion de

farmacos.(33-36)

Mediante reacciones de biotransformacién que modifican la estructura quimica
de los medicamentos, aumenta su hidrosolubilidad y, por tanto, su eliminaciéon.®8 37 En
este proceso, el higado contribuye en mas de 70 %,®® y los rifiones recaptan el farmaco

desde la orina a la sangre a través de la reabsorcion tubular renal favoreciendo su



excrecion urinaria.(®6:3%.40) E| impacto de las RAM en la ganaderia, reside en la
rentabilidad productiva. Las alteraciones subagudas o crénicas por dafio renal o
hepatico comprometen la productividad de los animales. Los cuadros clinicos y el bajo
desempeiio zootécnico del ganado pueden complicarse de manera silente y, por tanto,
deteriorar el rebafio por toxicidad cronica, incrementar el periodo y costo de la

farmacoterapéutica, e incluso, llevar a la muerte de los animales.®?

Una de las alternativas para determinar posibles RAM en Organos, es la
histopatologia que, mediante el analisis de biopsias de tejido, permita determinar
alteraciones como la necrosis del hepatocito.®8 49 |os andlisis de bioguimica sanguinea
también proporcionan informacion util. Los valores anormales, con o sin signos clinicos,
podrian deberse a una patologia o alteracién enzimatica inducida por un medicamento
como sefial de dafio en la funcion hepatica o renal.?% 4% 41 En el animal vivo, puede
inspeccionarse si ocurrié alguna reaccion de dolor, inflamacién, rubor, calor, pérdida o
disminucién de la funcion en el sitio de inoculacién, asi como cualquier otro cambio

visible o palpable.(®

Material y métodos
Declaratoria de ética

Los autores afirman que todos los procedimientos llevados a cabo en este trabajo
cumplen con los estandares éticos de las guias nacionales e institucionales sobre el
cuidado y uso de animales. El protocolo experimental fue autorizado por el Subcomité

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales (SICUAE) de la



Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), ahora denominado Comité Interno para el Cuidado y Uso

de los Animales (CICUA), bajo el numero de protocolo SICUAE.DC-2020/3-2.

Localizacién

El presente estudio se llevd a cabo en el Centro de Ensefianza Préactica e Investigacion
en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA-UNAM), ubicado en San Miguel Topilejo,

Tlalpan, Ciudad de México.

Compuesto experimental
El profarmaco experimental (fosfatriclaben) fue sintetizado y formulado por nuestro grupo

de investigacion en la Facultad de Quimica-UNAM.

Animales

Se trabajé con 20 ovinos criollos de sexo indistinto, clinicamente sanos, de entre 8-12
meses de edad, con un peso promedio de 25 kg cada uno, nacidos y alojados dentro del
CEPIPSA-UNAM en corrales cubiertos, con piso de cemento; agua a libre acceso y

alimentados con alfalfa y alimento concentrado para ovinos.

Tratamientos y necropsia
Se formaron dos grupos de ovinos. El G1 de 15 ovinos fue tratado con una dosis Unica

de fosfatriclaben inyectable a 6 mg/kg intramuscular; el G2 de 5 ovinos fungié como



control sin tratamiento. El sacrificio humanitario se llevo a cabo por personal calificado
del CEPIPSA-UNAM conforme con las disposiciones sanitarias vigentes,“? mediante el
uso de pistola de émbolo oculto los dias 0, 7, 14, 28 y 35 post-tratamiento.3 44 En cada
uno de estos dias, se tomaron tres ovinos del G1, y uno del G2. La determinacion de
estos tiempos se fundamento en el aprovechamiento de animales, en concordancia con
el principio de alternativas de reduccion (menor numero de animales, 3R) para la
maximizacion de la informacion obtenida por animal sin comprometer el bienestar
animal, y asf limitar o evitar potencialmente el uso posterior de otros animales.“>-47)
Por lo que, para efecto de obtener el mayor nimero de resultados experimentales
con el menor numero de animales, se planteé el muestreo de este trabajo dentro de un
grupo de ovinos adquiridos para una investigacion adyacente sobre residuos en tejidos
comestibles, que sera llevada a cabo por cromatografia liquida de alta resolucion en los

tiempos de sacrificio establecidos.

Coleccion y evaluacion de muestras

Para el procesamiento histopatolégico de muestra para corte y tincion con hematoxilina-
eosina en laminilla, se colectaron muestras de todos los ovinos del G1 y G2 de higado,
rifion y sitio de inyeccién (musculos femorales de la extremidad posterior), de 2 x 2 cm,
conservandose en recipientes de vidrio con formol al 10 %, proporcion 1:10.“8) Para el
analisis bioquimico, se tomaron muestras sanguineas de la vena yugular de todos los
ovinos del G1 y G2 en tubos Vacutainer heparinizados. Los dias ya sefalados, se
centrifugaron a 3 500 rpm durante 10 minutos transfiriendo el plasma a viales Eppendorf

de 2 mL. El perfil basico de la bioquimica sanguinea comprendié la medicion de glucosa,



nitrdgeno ureico en la sangre (BUN), creatinina, bilirrubina total, bilirrubina conjugada,
bilirrubina no conjugada, aspartato aminotransferasa (AST), glutamato deshidrogenasa
(GDH), gamma-glutamil transferasa (GGT), creatina quinasa (CK), proteinas totales,
albumina, globulinas, calcio, fésforo, sodio, potasio, cloro, bicarbonato, anion GAP,
diferencia entre iones fuertes (DIF) y osmolaridad. Todas las muestras se remitieron en

refrigeracion al Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM.

Andlisis estadistico

Los resultados de bioquimica sanguinea se analizaron con el paguete estadistico IBM®
SPSS® Statistics, version 26-2019. Se aplicaron pruebas de homogeneidad de
varianzas (Levene Statistic) y pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk). Cuando las
diferencias fueron significativas, las medias se compararon con la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis con el fin de determinar si existian diferencias significativas entre el
grupo experimental y el control. Se consider6 un valor de P < 0.05 como el nivel critico

de significancia para todos los procedimientos.

Resultados

Las secciones histolégicas de higado y rifidn no presentaron cambios patologicos
evidentes, ni en los ovinos tratados, ni en el grupo control (Figuras 2A-B y 3 A-B). En
la descripcion microscopica de piel y masculo de inoculacion de uno de los ovinos
tratados muestreado el dia 7, se reportd escasa cantidad de eritrocitos extravasados

(hemorragias) en la fascia (Figura 4 A-B, comparacion con un tejido control). Desde el



punto de vista clinico, este hallazgo fue interpretado como normal, debido a que, al

aplicar cualquier medicamento inyectable, algunos vasos sanguineos pueden lesionarse

generando extravasacion de sus componentes celulares.

Figura 2. Secciones histolégicas transversales con tincibn hematoxilina-eosina.
A. Higado de ovino del grupo tratado con el fasciolicida experimental. B. Higado de ovino

del grupo control. En ambos casos, los tejidos son normales sin cambios patolégicos.

Figura 3. Secciones histolégicas transversales con tincibn hematoxilina-eosina. A. Rifidn
de ovino del grupo tratado con el fasciolicida experimental. B. Rifién de ovino del grupo

control. Ambos tejidos son normales sin cambios patoldgicos.
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Figura 4. Cortes histolégicos transversales tefiidos con hematoxilina-eosina. A. Musculo
femoral de la extremidad posterior de un ovino control (sitio de inyeccién en los ovinos
tratados). B. Sitio de inoculacion de un ovino tratado mostrando escasa extravasacion de

eritrocitos (flecha), hallazgo comun en medicamentos inyectables.

Fotografias proporcionadas por la Dra. Elizabeth Morales Salinas (Figuras 2-4).

El analisis estadistico de los resultados de bioquimica sanguinea (Tabla 1) rechazé la
homogeneidad de varianzas, asi como la normalidad en la distribucién, (significancia
estadistica P < 0.05), por lo que se realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los ovinos tratados y
el control, con un nivel de significancia del 5 % (P < 0.05). Tampoco se hallaron valores
fuera del rango de referencia proporcionado por el Departamento de Patologia de la

FMVZ-UNAM.
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Tabla 1. Informe de resultados de bioquimica sanguinea de ovinos tratados con

fosfatriclaben a 6 mg/kg via intramuscular, y de ovinos no tratados

Analito Unidad Ovinos Ovinos velor di.?
tratados® | control? referencia
Glucosa mmol/L 4.1 43 2.8-4.4
BUN mmol/L 6.5 6.3 3.6-6.7
Creatinina mmol/L 106.6 106 106-168
Bilirrubina total mmol/L 2.0 2.1 1.1-85
Bilirrubina conjugada mmol/L 1.1 1.6 0--6.84
Bilirrubina no conjugada | mmol/L 0.9 0.5 0-5.13
AST uU/L 7.7 78 <180
GDH U/L 8.5 3 <32
GGT uU/L 47.1 54 <56
CK U/L 225.7 155 50-451
Proteinas Totales g/L 60.2 62 60-79
Albimina g/L 25.3 28 24-30
Globulinas g/L 35.1 36 35-57
Calcio mmol/L 2.6 2.7 2.59-3.24
Fosforo mmol/L 2.3 2.34 1.61-2.35
Sodio mmol/L 143.9 144 136-154
Potasio mmol/L 4.8 5 4-6
Cloro mmol/L 106.4 106 98-115
Bicarbonato mmol/L 25.2 21 22-27
Anién gap mmol/L 16.8 22 9-31
DIF mosm/kg 37.5 38 30-40
Osmolaridad mmol/L 287.9 290 282-292

Espectrofotometria UV-visible Dirui CS-T240, reactivos dcL-SEKISUI, FMVZ, UNAM.

aPromedios

BUN: nitr6égeno ureico en la sangre. AST: aspartato aminotransferasa. GDH:

glutamato deshidrogenasa. GGT: gamma-glutamil transferasa. CK: creatina quinasa.

DIF: diferencia entre iones fuertes.
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Discusion
En este trabajo determinamos que el tratamiento con fosfatriclaben, administrado por via
intramuscular a ovinos a una concentracion de 6 mg/kg, no mostré signos de dolor o
inflamacion en el sitio de inoculacién del animal, ni hallazgos histopatolégicos o
bioquimicos que pudieran ser relacionados con alguna RAM. Anticipar el perfil de RAM
permite implementar estrategias para reducir riesgos, manteniendo las propiedades
farmacoldgicas favorables.*® En humanos, estan bien descritas las caracteristicas
clinicas, patrones de lesion hepatica y criterios de diagndéstico de las lesiones hepéaticas
inducidas por farmacos.t”49 En animales, algunos diagndsticos de toxicidad
hepatocelular como la del carpofeno en perros, se basa en hiperbilirrubinemia, aumentos
en AST, ALT y ALP, junto con signos clinicos de ictericia, vomitos y anorexia.“0

Las nefrotoxicidades por farmacos pueden presentarse como glomerulonefritis,
degeneracion tubular, nefritis intersticial, necrosis tubular proximal, e insuficiencia renal
aguda. (@1, 24.25,40,50-52) Aminoglucoésidos, AINEs y tetraciclinas suelen acumularse en los
rifones, y causar nefrotoxicidad, aumentando las concentraciones séricas y exacerbando
la toxicidad.?® 53 La elevacion de creatinina plasmatica o del nitrégeno ureico en la
sangre (BUN), debido a reducciones en la tasa de filtracion glomerular, son una medida
sugestiva de nefrotoxicidad;?> 2% 3552 |a medicion de produccion de orina y la
osmolaridad, constituyen parte del diagndstico.®? También son comunes las reacciones
locales en el sitio de inoculacién (necrosis muscular, abscesos, inflamacion, induracion,
dolor), asi como hipersensibilidad (reacciones cutaneas, alteraciones de piel y
mucosas).?? La penicilina y sus derivados son causantes frecuentes de RAM cutaneas

y anafilacticas.(®* %% En Australia se reportaron reacciones graves en ovinos vacunados
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contra el antrax: celulitis necrosante y abscesos en el sitio de inyeccion que progresaron
a signos sistémicos graves y la muerte de algunos animales.!® Otras RAM bien
conocidas son la sequedad de boca por los antihistaminicos y la ototoxicidad por
aminoglucosidos.?

En general, los antiparasitarios para rumiantes son relativamente seguros. Sin
embargo, resulta ventajoso evaluar posibles RAM. El levamisol cuenta con reportes de
anafilaxia, irritacion local, temblores y paralisis.“? El closantel puede generar signos
nerviosos y dolor.®% El TCBZ es altamente seguro. Las RAM presentadas en humanos
son de corta duracién y se limitan a dolor abdominal, dolor de cabeza, nauseas y
fatiga,®” atribuidas a la expulsion de helmintos muertos o moribundos del sistema
hepatobiliar al tracto intestinal;*8-69 afirmacion respaldada por estudios de ultrasonido
gue muestran conductos biliares intrahepaticos dilatados causados por una obstruccion
biliar transitoria asociada con la expulsién de fasciolas.(®

Hasta hoy (2025), no se ha informado sobre alteraciones en las pruebas de
funcién hepatica, funcion renal o en los indices hematologicos, atribuibles al TCBZ en
ensayos clinicos en humanos; y no se ha observado en animales evidencia de toxicidad
relacionada con la dosis.®?) Se infiere que al ser el fosfatriclaben un derivado del TCBZ,
podria existir una equivalencia en el alto indice de seguridad que tiene el TCBZ.(2 En
estudios previos, el fosfatriclaben mostrd una alta eficacia fasciolicida, cercana al 100%
en reduccién de huevos y adultos de F. hepatica®® 13 comparada con los mejores
fasciolicidas comerciales incluyendo a su precursor, el TCBZ. El pH neutro, la alta
solubilidad y la estabilidad acuosa del fosfatriclaben lo hacen conveniente para la

administracion parenteral, y hasta ahora, no se han observado signos de dolor del
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animal en el sitio de inoculacién, efectos secundarios, ni toxicidad,®*'? lo cual fue
corroborado en este trabajo. Su aplicacion intramuscular tiene las ventajas de facilitar la
administracion a grandes grupos de animales y requerir una dosis reducida, en
comparacion con el TCBZ (via oral), manteniendo una alta actividad fasciolicida.*? Este
profarmaco se encuentra bajo diferentes pruebas actuales y planificadas sobre
evaluacion farmacocinética, estabilidad, toxicidad y periodo de retiro que, en conjunto,

definirdn su potencial completo como alternativa fasciolicida para ovinos y bovinos.

Conclusiones

La seguridad clinica del TCBZ ha sido evidenciada constantemente. Y en este trabajo,
se corroboro que el fosfatriclaben, siendo un derivado del TCBZ, no produjo signos de
dolor o inflamacion en el sitio de inoculaciéon, ni hallazgos histopatolégicos ni
bioquimicos, que llevaran a interpretar alguna RAM causada por este parasiticida
experimental, por lo que podemos estimar que sus caracteristicas de seguridad son
similares a las de su precursor, el TCBZ. Se recomienda continuar con estudios similares

gue confirmen la inocuidad de este compuesto.

Disponibilidad de datos

El conjunto de datos originales utilizados en esta investigacion estan depositados y
disponibles para su descarga en el repositorio de SciELO Dataverse.
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