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RESUMEN

GARCIA ORTIZ, MIGUEL ANGEL. Evaluacién del glicocélix de fasciolas

adultas como inmundégeno contra la infeccién por Fasciola hepatica

en conejos (Bajo la direccién de CARLOS RAMON BAUTISTA GARFIAS).

Se evalué la induccién de inmunidad protectora contra Fasciola
hepatica por medio de un ensayo exploratorio y dos ensayos
experimentales, en los cuales se observé la respuesta a seis
cantidades de glicocdlix (GLX) de fasciolas adultas (2, 1, 0.5,
0.25, 0.13 y 0.07 mg) y a dos cantidades de Adyuvante Completo de
Freund (0.5 y 0.29 ml) en el modelo experimental del conejo. Todos
los tratamientos fueron administrados en un volumen total de 1 ml
por via intraperitoneal, posteriormente todos los conejos fueron
confrontados con metacercarias de F. hepatica por via oral. No se
observaron diferencias entre los grupos tratados y los grupos
control de infecci6én para los parémetros: numero y longitud de
pardsitos; ganancia de peso, mortalidad y peso del higado del
conejo. En 1la fluctuacién de inmunoglobulinas IgG contra un
extracto crudo de F. hepatica, mediante una prueba de ELISA, se
encontraron diferencias (P<0.05) entre el grupo tratado con 0.07 mg
de GLX y el grupo control de infeccién; también se observaron
diferencias (P<0.005) entre el grupo control de infeccién y el
grupo control no infectado contra un extracto crudo y contra
productos de excrecién/secrecién de F. hepatica; en los demés

tratamientos no se encontraron diferencias. En el presente estudio
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1. IXNTRODUCCION

A) PRESENTACION DEL PROBLEMA A INVESTIGAR.
B) ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

C) JUSTIFICACION.

D) HIPOTESIS.

E) OBJETIVO.

A. PRESENTACION DEL PROBLEMA A INVESTIGAR:

En México la fasciolasis es la uUnica enfermedad causada por
trematodos econémicamente importante para los rumiantes domésticos
(18). Su ocurrenclia estd en funcién de la presencia de ecosistemas
adecuados donde coexistan los hospederos definitiveos, los
hospederos intermediarios y el pardsito., De esta manera la
presentacion de esta parasitousis es endémica en la mayor parte de

la Republica (58).

Debido a su importancia econémica, el control de la
fasciolasis ha sido y es objeto de estudio. En México, el control
se ha realizado principalmente hacia el parésito adulto mediante
antihelminticos. Otros métodos alternos incluyen el control de los
hospedercs intermediarios, €l uso de diferentes sistemas de manejo

y el control del hospedero definitivo por inmunizacién o vacunacién

(58).



La i1nmunizacldén de un animal contra una enfermedad puede ser
mediante la inmunidad pasiva, por medio de la cual se consigue una
resistencia temporal merced a la transferencia a un animal

susceptible de los anticuerpos o células procedentes de un animal
resistente, o mediante la inmunizacidn activa, para lo cual se
aplica un antigeno determinado al animal con el propésito de
estimular una respuesta inmune que puede estar mediada por

anticuerpos, por células o por ambos (72).

En el caso particular de Fasciola hepatica, todas las especies

animales infectadas producen anticuerpos contra el parédsito, pero
estos no son necesariamente protectores. Los antigenos de F,.
hepatica se pueden agrupar en antigenos somlticos o estructurales

y antigenos metabdlicos o productos de excrecién/secrecidén (5).

Los ensayos de inmunizacidén pasiva o activa, asi como los
estudios de la fasciolasis natural o experimental han comprobado
diferentes grados de respuesta inmune gue confieren cierta
proteccién ante una reinfeccién o desafio experimental. Esta
proteccién ha sido evidente al observar la elevacion del titulo de
anticuerpos a la par de la reduccién del tamafio de las fasciolas y
de la mortalidad de los animales inmunizados; sin embargo, el
periodo de proteccién ha sido corto y la reduccién del numero de

fasciolas no ha sido significativa (5).



B. ANTECEDENTES BIBLIOGRARFICOS:

PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD

Fasciola hepatica

Género: Fasciola Linnaeus, 1758

Especie: Fasciola hepatica Linnaeus, 1758

Este parésito se localiza en el higado de ovinos, caprinos y
bovinos; sin embargo, llega también a parasitar al hombre y en
general puede parasitar a cualquier mamifero; ocasionalmente se

localiza en fnrma errética en pulmones y tejido subcuténeo (2, 70).

Su ciclo biolégico es indirecto. Los hospederos intermediarios
de Fasciola hepatica, son caracoles de la familia Lymnaeidae que se
localizan desde los 100 m a los 3,200 m S.N,M.; se han identificado
mas de 40 especies del género Lymnaea; sin embargo, algunos autores

los identifican con el nombre genérico de Fossaria galva,

Pseudosuccinea y Stagnicola. En México se han identificado como

hospederos intermediarios siete especies, las cuales a partir de

abril de 1993 se reconocen como: Fossaria humilis, Bakerilymnaea

cubensis, Lossaria bulimoides, Lymnaea



Fossaria obrusa, Pseudosuccinea columella, Lymnaea Stagnalis
attenuata y Lymnaea Stagnalls palustris '

Morfologia.

¥. adulto tiene forma de hoja, la parte anterior se

caracteriza por tener uné proyeccién cédnica central gue se continua
“on unos "hombros”, esta porcién es més ancha que la posterior. Su
tamafio oscita entre 18 a 50 mm de largo por 4 a 14 mm en la parte
an~erior mads ancha. Es de color café rosa grisdceo, la zona mas
ancha y obscura de la vitelaria se purde observar a simple vista.
ia cuticula esta cublerta de espinas que desaparecen con el tiempo.
Poser una ventosa oral situada en el extremo de la proy=ccién
cdnica central de la parte anterior y otra ventosa ventral a la
altura de los "hombros"; el tubo digestivo es bifurcacdo, forma dos

ciegos rjue se extienden hasta la parte posterior del cuerpo (13,

27, 44, 70).

El poro genital se halla debajo de la ventosa ventral,; lo=
paradsitos son monoicos, cada individuo posee aparato reproductor
masculino y femenino. Los huevos son operculados y amarillentos,

miden en su didmetro mayor de 130 a 150 micras y en e)] diémetro

menor de 3 a 90 micras (13, 27, 44, 70).

! Trejo C.,L.: Epidemioclogia de los huéspedes intermediarios
de Fasciola hepatica en México. Mesa redonda sobre fasciolasis. 111X

Congreso Nacional de Parasitologia Veterinaria, Mérida Yucatan,
octubre 4-6 {1993},




Ciclo evolutivo.

Los parédsitos localizados en el conducto biliar liberan sus
huevos a través de la bilis, los que abandonan al hospedero
definitivo junto con las heces. En el suelo, en un medio hidrico
adecuado, el miracidio abandona el huevo e inmediatamente busca y
penetra al hospedador intermediario. Dentro del caracol se
reproduce asexualmente y se desarrollan 1los estadios de
esporoquistes y redias; al terminar esta etapa se forman las
metacercarias las cuales abandonan a los caracoles y se enquistan
en vegetales y objetos gque rodean su entorno; las etapas de
miracidio y «cercaria necesitan un medio hidrico para su
desplazamiento; la fase infectante la constituye la cercaria
enquistada o metacercaria. El1 hospedero definitivo adquiere la
fasciolasis en forma pasiva al ingerir alimento contaminado con
metacercarias; en el intestino las fasciolas se liberan de su
quiste, atraviesan la pared intestinal y migran a través de la
cavidad abdominal; al llegar al higado perforan su pared, penetran
y en este 6rgano tienen una etapa de migracién errdtica; finalmente
alcanzan su madurez en los conductos biliares. Desde que el huevo
se libers por bilis y se desarrolld en una nueva fasciola madura

tuvieron gue pasar entre 17 y 18 semanas por lo menos (13, 27, 44,

70).

Patogénesis.

El dafio ocasionado en el hfigado depende del nimerc de

parésitos, de su sobrevivencia o muerte, y de la reaccion tisular



6
del hospedero definitivo. Al penctrar los pardsitos en el higado,
las células de este 6rgano son destruidas. Cuandc el hospedero se
parasita con una cantidad grande de metacercarias el dafio en el
higadc es extenso, conduciendo a un sindrome agudo caracterizado
por anemia, eosinofilia, peritonitis y a menudo muerte. La
presencia del parédsito en los conductos biliares estimula
considerablemente la reaccién tisular; el epitelio biliar y la
mucosa de la vesicula biliar pueden estar hiperplésicas. A menudo
se observa la obstruccién parcial o total de los conductos biliares
debido a una proliferacién fibrosa pudiendo llegar a 1la
calcificacién en las dreas fibréticas. La cicatrizacién alrededor
de los conductos biliares puede alcanzar el interior de los lébulos
hepaticos, lo cual puede afectar grandes porciones del érgano. En
infestaciones persistentes, la elevacidn de enzimas hepdticas en
suero, la eosinofilia, la hipoproteinemia y la anemia progresiva
son hallazgos comunes. La hipoproteinemia se atribuye a la pérdida
de plasma a través de los conductos biliares. La anemia es
cominmente normocitica normocrdmica; la sintesis de alblimina no

estd comprometida (39, 69).

distribucién geografica.

Fasciola hepatica tiene una distribucién geogréfica mundial.

En México la mayor parte del territorio no es apta para la
presentacién de la fasciolasis, sin embargs, las zonas mas ricas en
ganado, por disponer de agua y tierras fértiles, mantienen la

enfermedad en forma enzoética. Este parésito ha sido sefialado en



7
todos los estados de México, excepto en Baja California Sur,
Yucatdn y Quintana Roo; las razones en el primero son falta de
humedad y en el segundo y tercero la presencia de suelos calclreos
con buen drenaje. La informacién disponible indica que los estados
que mantienen una alta prevalencia de la enfermedad son Tabasco y
Veracruz; le siguen con una mediana prevalencia los estados de
México, Guanajuato, Michoac&n, Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, Puebla,
Jalisco, Durango, Aguascalientes, Sinaloa, Oaxaca y Chiapas; en
contraste, los estados de Baja California, Sonora, Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Leén, Tamaulipas, Zacatecas y San Luis Potosi son

~onsiderados estados con baja prevalencia de fasciolasis (59).

Transmision.

La mayor transmisién de Fasciola ocurre en el periodo de
lluvias en zonas con temporales definidos, sin embargo en las zonas
con humedad permanente las condiciones de transmisién pueden estar
presentes en todo el afio. Se consideran factores de alto riesgo
para la transmisién del trematodo los afios lluviosos, las
inundaciones y las zonas de riego con condiciones para que se
infecte al hospedero intermediario de F. hepatica (28, 59). Otros
factores que favorecen la diseminacién, son la gran longevidad del
pardsito, el potencial reproductivo del parésito y del hospedero
intermediario, la gran resistencia del estadio infectante
(metacercaria), la variedad de hospederos definitivos, la elevada

densidad de animales por hectdrea, la contaminacién de praderas con

humedad constante por excremento fresco del hospedero definitivo y
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la resistencia del hospedero intermediario a condiciones

ambientales adversas (7).

RESPUESTA INMUNE

La inmunidad contra este trematodo se presenta a dos niveles:
en la cavidad peritoneal contra fasciolas juveniles y en el higado
contra fasciolas adultas. En modelos de animales de laboratorio se
ha informado que las fasciolas juveniles son las responsables de la
induccién de inmunidad adquirida contra esta infeccién (57); ésta
se manifiesta en las reinfecciones al destruir a las fasciolas
juveniles en la cavidad peritoneal (29, 31). Las fasciolas
juveniles, al migrar por la cavidad peritoneal de animales inmunes,
son cubiertas por anticuerpos opsonizantes, posteriormente 1los
eosindfilos se adhieren a los parasitos y los destruyen por medio
de procesos enzimédticos antes de gue lleguen al higado (6). En la
inmunidad contra fasciolas adultas, al parecer interviene la
respuesta humoral y celular, ademés de factores mecdnicos naturales
y factores mecénicos derivados de la respuesta inmune; esta
respuesta puede proteger a un bovino de una reinfeccién hasta en un
94% (20); por el contrario, adn con titulos altos de anticuerpos en

suero y bilis, en el cvino no hay proteccién (75).

La proteccién contra Fasciola hepatica, debida a la respuesta

inmune especifica, ha sido estudiada en modelos de animales de
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laboratorio, principalmente ratén, rata y conejo, asi como en el

ovino y en el bovino (37, 71).

Esta proteccién ha sido observada en ratas al reducir en un
64% el nimero de fasciolas al administrarles suero inmune homélogo
(rata) o heterélogo (ovinos y bovinos) de animales con fasciolasis

natural o experimental (3, 33, 51).

La importancia de la inmunidad conferida en la fasciolasis

temprana se ha comprobado al incubar fasciolas en sueros de ratones

que tuvieron infecciones de 25 y 100 dias in vitro. Al transferir
los parésitos a ratones susceptibles, el nuimero de fasciolas
tratadas con suero de infecciones tempranas disminuyé con respecto
a las tratadas con sueros de infecciones de 100 dias y con respecto

a los testigos (43).

En conejos existen evidencias de proteccién contra Fasciola
gigantica al emplear sueros heterdlogos y homélogos (rata y conejo)
de animales infectados eXperimentalmente. El mayor grado de

proteccién se observé con suero heterélogo (4).

El papel de la inmunidad celular por otra parte, ha sido
observada al transferir células linfoides de ratas parasitadas a
ratas receptoras (12). De manera similar, este protocolo se ha
ensayado en bovinos y ovinos (66); en el ensayo con ratas

isogénicas se alcanzé un alto grado de proteccién; sin embargo, la
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proteccién en ratas y terneras homocigéticas ha sido inconsistente;

en ovinos la proteccién fue nula (66).

Por su parte Balawy (4) traté a conejos susceptibles con suero
inmune de conejos parasitados con F gigantica y ademds transfirié
células linfoides logrando con esto un alto grado de proteccién

«nte el desafio de F. gigantica.

Por otro lado, se ha considerado la importancia del factor de
transferencia de ratas parasitadas, observandose la reduccién del
55.6% de las fasciolas inoculadas, después del desafio, en ratas
susceptibles. Al emplear factores de transferencia de bovinos vy
ovinos no se ha observado reduccién significativa en el nlmero de

fasciolas a la confrontacién (51)

Los primeros ensayos de inmunizacidén activa, se realizaron al
emplear implantes de fasciolas por via subcuténea o intraperitoneal
(24), observéndose los mejores resultados al usar camaras de
difusién (32). El éxito relativo de los implantes, sobre todo
usando céamaras de difusidén, sugiere que la respuesta inmune es

debida a los productos metabdlicos solubles liberados por las

fasciolas.

Con el fin de buscar una proteccién adecuada, se han empleado

vacunas experimentales a base de extractos somaticos crudos y de
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productos de excrecién/secrecién de los diferentes estadios de
desarrollo del parasito en modelos de roedores, lagomorfos vy

rumiantes (35, 60).

Una proteccién similar a la alcanzada con antigenos
metab6licos de fasciolas se ha obtenido al inmunizar a roedores y

bovinos con metacercarias irradiadas (9, 55).

Por otra parte, se ha comprobado cierto grado de inmunidad

cruzada con otros helmintos como Taenia hydatigena en ovinos (10,

19), HNippostrongylus bragiliensis en ratas (21), Schistosoma

mansoni en ratones (14) y 8. bovis en bovinos y ovinos (52, 62,

67).

Las  vacunas  experimentales en  fasciolasis y en
esquistosomiasis han evaluado diversas concentraciones de antigenos
de superficie, las cuales han variado desde 5 microgy.amos hasta 2
mg; las vias de inoculacién empleadas primordialmente han sido
intraperitoneal, intramuscular y subcuté&nea. A la fecha la

proteccién observada no ha sido satisfactoria (30, 34, 68).

Con el fin de aumentar la respuesta inmune se han utilizado
adyuvantes que al mezclarse con los antigenos permiten una lenta
liberacién de estos fUltimos, proporcionando asi un estimulo

prolongado. De esta forma se induce la respuesta inflamatoria que

atrae c¢élulas inmunocompetentes gue procesan adecuadamente al
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antigeno. El Adyuvante Completo de Freund (ACF) es un adyuvante
formado por un medio oleoso, al cual se le afadidé micobacterias
muertas. El1 ACF adem&s de estimular una reaccién inflamatoria
local, estimula la funcién de linfocitos T y favorece la proteccién
de IgG (53, 72). Algunos adyuvantes han mostrado ser capaces de
inducir resistencia inespecifica al ser administrado sin el
antigeno; en éste sentido, experiencias en ovinos han indicado que
el ACF inoculado intraperitonealmente, induce por si solo

resistencia inespecifica contra la infeccidén por Fasciola hepatica,

debido tal vez a la activacién de macré6fagos peritoneales (8, 26);
en forma similar en  esquistosomiasis el adyuvante LPS
(lipopolisacérido B de S. enteritidis), administrado
subcuténeamente, confirié por si solo proteccién contra esta

infecciébn (68).

El tegumento o glicocélix de los helmintos se ha caracterizado
como una mezcla de oligo o polisacdridos, glicoproteinas vy
proteinas (15, 22, 46); puede ser responsable o contribuyente de
las propiedades de absorcién, transporte, caracteristicas
eléctricas, conducta inmunoldégica y naturaleza adhesiva del
pardsito (38). El glicocdlix o algunas fracciones de éste se han

empleado en vacunas experimentales (16, 36).

Contra Fasciola hepatica se ha evaluado una vacuna a partir de

antigenos superficiales aislados con anticuerpos monoclonales sin

el éxito deseado (30); asimismo se tienen expectativas favorables
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hacia la posible proteccién que pueda conferir una c¢lona de la
glutatién-S transferasa de F. hepatica (54). En Schistosoma se ha
comprobado que existen polipéptidos superficiales que estdn
presentes durante toda la vida del trematodo, asi como polipéptidos
gque son retirados o Jue se expresan en cierta etapa de desarrollo
(65), asimismo, se ha conseguido cierto grado de proteccién contra

Schistosoma mansoni al emplear glicocédlix o fracciones de éste como

inmunégenos ( 42, 56, 61, 68).

C. JUSTIFICACION:

Las pérdidas por esta enfermedad parasitaria se clasifican en
dos grandes grupos: pérdidas directas e indirectas. Las primeras se
relacionan con la pérdida del higado en la matanza al no ser apta
para el consumo humano y con la muerte de los animales,
principalmente en ovinos, a consecuencia de la migracion de las
fases juveniles Adel pardsito a través del parénquima hepatico
durante infecciones en dgran escala. Las pérdidas indirectas
comprenden la baja preduccién y mala calidad de la leche, las bajas
tasas de crecimiento y mala conversién alimenticia, la baja
produccién y mala calidad de la lana y las pérdidas por trastornos
reproductivos; éstas, se derivan de la accién menos severa del
paradsito adulto alojado en los conductos biliares, presentando la
forma crénica de la enfermedad. Sin duda el mayor impacto a la

industria pecuaria se debe a las pérdidas indirectas, debido a que
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son mas frecuentes, menos notorias y generalmente no se les da la

importancia que realmente tienen (49).

Las pérdidas por fascilolasis en la ganaderia mexicana
actualmente se desconocen; sin embargo, en 1980 se acepté que las
mayores pérdidas de indole sanitario se debian a enfermedades
parasitarias y de éstas, invariablemente la fasciolasis ocupaba el
primer lugar en pérdidas directas e indirectas, tanto en ovinos
como en bovinos (18). Mas de 10 aflos después la informacién
disponible nos indica que esta situacién se mantiene e incluso 1la
frecuencia de fasciolasis en los rumiantes domésticos de México
podria estar aumentando; asi en el periodo de 1979-1987 en 14
plantas Tipo Inspeccién Federal en la Repiblica Mexicana, en un
total de 5,797,466 bovinos sacrificados se observé una frecuencia
de fasciolasis de 7.3%, siendo 1980 y 1984 los afios con menor y
mayor frecuencia (4.2% y 9%) respectivamente (11); en este mismo
sentido, en el estado de Michoacén, durante el periodo de 1987 a
1991 se observd en el Rastro Municipal de Morelia un incremento
continuo de la frecuencia de fasciolasis en bovinos sacrificados,
de esta manera en 1987 se observaron 4 bovinos fasciolosos por cada

mil bovinos sacrificados, cifra que se incrementd a 46 en 1991

(73).

Hasta ahora, el control de la fasciolasis es ann deficiente e
insuficiente dado que précticamente de todos los recursos

disponibles para su control, por lo general solo se emplean los
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fasciolicidas, lo que hace mds evidente sus desventajas, tales como
susceptibilidad de 1los animales a la infeccién después del
tratamiento y la resistencia de los estadios inmaduros del parésito
al tratamiento; ademas habrd que considerar el riesgo de
contaminacién de carne y leche para consumo humano y el alto costo

de los féaraacos.

Debido a estos hechos, es necesario desarrollar métodos
alternos de control con el fin de complementar el empleado hasta
ahora. De acuerdo a estas perspectivas, en el presente ensayo se
evalué el glicocélix de fasciolas adultas, aislado y purificado
mediante un método para aislar glicoproteinas de eritrocitos, como

inmunégeno contra éste trematodo.
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D. HIPOTESIS

La inoculacién intraperitoneal de glicocélix de fasciolas

adultas induce resistencia contra la infecci6n por Fasciola

hepatica en conejos.

E. OBJETIVO

Evaluar la capacidad del glicocdlix de fasciolas adultas para

inducir inmunidad protectora contra Fasciola hepatica en conejos.



MATERIAL Y METODOS

A) METODOS
B) TECNICAS
C) DISERO EXPERIMENTAL

D) ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos en el presente estudio se efectuaron en el
Centro Nacional de Investigaciones en Parasitologia Veterinaria del

INIFAP -SARH en Jiutepec, Morelos.
A) METODOS

Se evalué la induccién de inmunidad protectora contra Fasciola
hepatica por medio de un ensayo exXploratorio y dos ensayos
experimentales, en los cuales se observo la respuesta a seis
cantidades o niveles de glicocdlix de fasciolas adultas (2, 1, 0.5,
0.25, 0.13 y 0.07 mg) y a dos cantidades o niveles de Adyuvente
Completo de Freund (0.5 y 0.25 ml) utilizando al conejo como modelo
experimental. Todos los tratamientos fueron administrados en un
volumen total de 1 ml intraperitonealmente, posteriormente todos
los conejos fueron confrontados con metacercarias de Fasciola

hepatica por via oral.

El glicocdlix se extrajo y purificé a partir de fasciolas

recolectadas de higados de bovinos sacrificados en el Rastro

17



18
Municipal de Toluca, siguiendo el métode descrito por Marchesi y

Andrews (47).

Se emplearon conejos Nueva Zelanda de ambos sexos de
aproximadamente dos kg al inicio del experimento. Todos los conejos
empleados en el presente estudio fueron proporcionados por el
Bioterio del Centro Nacional de Investigaciones Interdisciplinarias
en Microbiologia, INIFAP, SARH. Desde el momento de su recepcién y
hasta el final del experimento se mantuvieron en jaulas; su
alimentacién consistié en alimento balanceado comercial para
conejos y agua potable. Antes de iniciar cada experimento, los
conejos permanecieron al menos 15 dias en un periodo de adaptacion;
posteriormente fueron pesados al inicio del experimento Y asignados
por sorteo al azar a cada tratamiento. Las muestras de suero se
obtuvieron con jeringa hipodérmica estéril de la vena auricular,
mediante sujecidén del conéjo con cepo e irritacién previa del
pabellén auricular externo con xilol (53). Todos las muestras de
suero se almacenaron e¢n congelacidén hasta su uso. Antes del
sacrificio, la totalidad de los conejos se pesaron por segunda

ocasi6én para determinar la diferencia de peso del conejo en pie.

Los parémetros registrados en el presente estudio
correspondieron a:

a) Nimero de fasciolas. Fasciolas halladas en la diseccién del

higado de los conejos post-sacrificio.
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b) Longitud de fascioclas. Dimensién determinada con el empleo
de un Vernier.

c) Ganancia de peso en el conejo. Ganancia de peso de los
animales en pie durante el desarrollo del experimento.

d) Peso del higado. Pardmetro determinado inmediatamente
después del sacrificio de lus conejos.

e) Anticuerpos IgG. Fluctuacién de inmunoglobulina IgG contra

antigenos de Fasciola hepatica, determinada por los valores de

aborbancia obtenidos mediante un Ensayo Inmunoenzimético (ELISA)

(23, 74).

En forma paralela, se establecieron las colonias de caracoles

Fossaria humilis necesarias para la produccidén de metacercarias, de

acuerdo a la técnica del Agricultural Development and Advisory

Service de Londres (1) con modificaciones.

ENSAYO EXPLORATORIO.

El ensayo comprendié el estudio de dos factores, glicoc&lix de
fasciolas adultas (GLX) y Adyuvante Completo de Freund (ACF), seis
tratamientos y seis repeticiones; la unidad experimental estuvo
representada por un conejo, cuyo peso promedio inicial fue de 1,933
g, con una desviacién esténdar (s) de * 320 g; el tratamiento fue

repartido en dos dosis.
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Los tratamientos fueron inoculados de la siguiente forma:
Primera dosis, cuatro semanas antes de la confrontacién:

Grupo I: 0.5 ml de soluci6n salina amortiguadora de

fosfatos (SSAF), pH 7.2.

Grupo II: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF.

Grupo III: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF.

Grupo 1V: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF.

Grupo V: 0.5 ml de SSAF.

Grupo VI: 0.5 ml de SSAF.

Sequnda dosis, dos semanas antes de la confrontacién:
Grupo 1I: 0.5 ml de SSAF.
Grupo II: emulsidén de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF.
Grupo III: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF
+ 1 mg de glicocdlix (GLX).
Grupo IV: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF
+ 2 mg de GLX.
Grupo V: 1 mg de GLX en 0.5 ml de SSAF.

Grupo VI: 2 mg de GLX en 0.5 ml de SSAF.

Cuatro y dos semanas antes de la confrontacién con
metacercarias de Fossaria humilis se administré la primera y la
segunda dosis del tratamiento respectivamente. Dos semanas después
de la Gltima administracién de los tratamientos, todos los animales

fueron desafiados con 40 metacercarias de ‘“origen bovino®,

liberadas de caracoles Fossaria humilis. Posteriormente, en la
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novena semana post-confrontacién, todos los animales fueron pesados
y sacrificados (cuadro 1). Asimismo se pesé el higado y se
determind el numero de fasciolas. A su vez ge tomaron muestras de
suero a tres animales diferentes de cada grupo en forma alterna las
semanas -3 y -1 durante la etapa previa a la infeccién y en las

semanas 4, 6 7 y 8 postinfeccién.

PRIMER ENSAYO

El primer ensayo comprendié el estudio de dos factores,
glicocdlix y adyuvante completo de Freund en 4 tratamientos y 10
repeticiones; la unidad experimental estuvo representada por un
conejo, cuyo peso inicial promedio fue de 2,174 g (s = *+ 281 g); el

tratamiento fue repartido en dos dosis.

Los tratamientos fueron administrados de la siguiente forma:
Primera dosis, cuatro semanas antes de la infeccidn:

Grupo I: 0.5 ml de SSAF.

Grupo II: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF.

Grupo III: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF.

Grupo IV: 0.5 ml de SSAF.

Segunda dosis, dos semanas antes de la confrontacidn:
Grupo I: 0.5 ml de SSAF.

Grupo II: emulsién de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF.
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Grupo III: 1 mg de GLX en 0.5 ml de SSAF.

Grupo IV: 1 mg de GLX en 0.5 ml de SSAF.

Los tratamientos se administraron cuatro y dos semanas antes
del desafio. Cinco y dos semanas antes de la infeccién, y a partir
de ésta, cada dos semanas, se colectaron muestras de suero de la
totalidad de animales. Dos semanas después de la Gltima inoculacién
de los tratamientos, todos los animales fueron desafiados con 40

metacercarias de "origen bovino", liberadas de caracoles Fossaria

humilis. Posteriormente en la décima semana postinfeccién, todos
los animales fueron pesados y sacrificados; asimismo se pesé el

higado y se determindé el nimero de fasciolas (cuadro 2).

SEGUNDO ENSAYO

Il segundo ensayo comprendié el estudio de un solo factor,
glicocalix, en seis tratamientos y 6 repeticiones, asimismo se
conté con un grupo control negativo con 4 repeticiones, al que no
se le administré tratamiento alguno y no se le expuso a la
infeccién por Fasciola; la unidad experimental fue representada por
un conejo, cuyo peso inicial promedio fue de 2,060 g (s = + 469

g); el tratamiento se administré a todos los conejos en una sola

dosis.

Los tratamientos se administraron en la siguiente forma:
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Tres semanas antes de la confrontacién (dosis Gnica):
Grupo I: 1 ml de SSAF.
Grupo II: 1 mg de GLX en 1.0 ml de SSAF.
Grupo III: G.5 mg de GLX en 1.0 ml de SSAF.
Grupo IV: 0.25 mg de GLX en 1.0 ml de SSAF.
Grupo V: 0.13 mg de GLX en 1.0 ml de SSAF.

Grupo VI: 0.07 mg de glicocélix en 1,0 ml de SSAF.

Tres semanas antes de la infeccién se administré el
tratamiento en dosis Gnica. Se colectaron muestras de suero cuatro
semanas antes de la infeccién,asi como en las semanas 2, 4, 7, 10
y 14 postinfeccidén de la totalidad de animales; posteriormente tres
semanas después de la aplicacién de los tratamientos, todos los
animales fueron desafiados con 80 metacercarias de "origen ovino*,
liberadas de caracoles Fogsaria humilis y con una viabilidad del 44

%. Finalmente en la semana 15 postinfeccién, todos los animales
fueron pesados y sacrificados. Se pes6é también el higado y se

determiné el nimero de fasciolas (cuadro 3).

A los sueros del primer y segundo ensayo experimental se les
determiné la fluctuacién de anticuerpos anti-F. hepatica mediante
la prueba de ELISA (23, 74). En el primer y segundo ensayoc se
emplearon como fuentes de antigeno un extracto crudo de fasciolas
adultas completas, en el segundo ensayo ademds se empleé un

antigeno de excrecién/secreci6n de fasciolas adultas.
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B) TECNICAS

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL GLICOCALIX DE Fasciola hepatica
ADULTA

El glicocédlix de fasciolas adultas utilizado en la presente
evaluacién se aislé y purificé mediante un método empleado para
aislar glicoproteinas de eritrocitos (47).

TECNICA:

a) Se separaron por diseccién 500 fasciolas enteras de higados
de bovinos positivos a Fasciola retirados de la matanza en la
Inspeccién Sanitaria del Rastro Municipal de Toluca, Edo. de
México.

b) A las fasciolas se les adicioné 20 ml de solucién
amortiguadora de Tris 0.05 M - diyodosalicilato de litio (Lys)
0.005 M (pH 7.5).

c) Se incub6 a temperatura ambiente durante 60 minutes con
agitacidén constante.

d) Al término de la incubacién, se adicionaron dos volumenes
de agua destilada helada.

e) Se volvié a incubar durante 45 minutos a temperatura de
refrigeracién (0 -4 °C) con agitacién constante.

f) Posteriormente se separé el sobrenadante por decantacioén.

g) Las proteinas se fraccionaron con un volumen de fenol al
60%.

h) Se centrifugé (Sorvall RT6000) a 4,000 g durante 60

minutos. Al término se deseché la fase fendlica.
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i) El contenido de Lys se eliminé de la fase acuosa por medio
de diélisis durante 24 a 72 horas.
j) Finalmente se liofilizé el glicoc&lix.
k) La resuspensiéon del liofilizado se efectud

inmediatamente antes de su uso con SSAF o agua destilada.
ELABORACION DEL EXTRACTO CRUDO DE Fasciola hepatica

Se preparé un extracto crudo de fasciolas adultas completas,
gegin la técnica descrita por Espinoza y c¢ol., (25) con
moedificaciones en el origen del antigenc y en la eliminacién de
lipidos del antigeno.

TECNICA:

a) Se obtuvieron fasciolas de higados de bovinos sacrificados

en rastro, se lavaron cinco veces en solucién salina fisiolégica

(0.15 M NaCl, SSF),

b) Las fasciolas se desengrasaron en acetona fria y se lavaron
cinco veces en SSF.

c) Posteri;rmente se homogeneizaron en un bafio de hielo con un
Polytron (Brinkman Instruments) en SSAF, conteniendo cloruro de
potasio 3 M, durante un minuto. Este procedimiento se repitié hasta
que los pardsitos quedaron perfectamente homogeneizados.

d) El extracto se mantuvo durante toda la noche en agitacidn
ligera a 4 °C; al siguiente dia se centrifugé (Sorvall RT6000) a

2,000 g durante 30 minutos a 4 °C.
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e) Después se dializé contra SSAF y se volvié a centrifugar

(Beckman J2-21) a 24,000 g durante una hora a 4 °C.

f) Finalmente el sobrenadante se almacend a - 20 °C hasta su

uso.

ELRBORACION DE LOS PRODUCTOS DE SECRECION/EXCRECION DE Fasciola

hepatica

Se prepararon productos de secrecién/excrecién de fasciolas de
acuerdo a la técnica descrita por Morilla y Bautista (53).
TECNICA:

a) Inicialmente se colectaron fasciolas vivas en SSAF, pH 7.2
estéril. Inmediatamente se lavaron seis vecss con SSAF.

b) Posteriormente se colocaron durante 10 minutos en SSAI con
timerosal 1:10,000. Mas tarde se lavaron dos veces con SSAF.

c) En un matraz estéril se colocaron de 20 a 30 fasciolas y se
afiadié solucién de Hedon-Fleig estéril a razén de 1 ml/fasciola.

d) Los matraces con las fasciolas se incubaron durante 24
horas a 37 °C en “"bafio maria”.

e) El sobrenadante se colecté en bafio de hielo y se centrifugé
(Sorvall RT6000) a 8,000 g por 20 minutos a 4 °C.

f) El1 sobrenadante se envasdé en alicuotas de 3 ml y se

almacené a - 20 °C hasta su uso.
-3
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Solucién de Hedon-Fleig:

NaCl 7.0 g
KC1 0.3 g
CaClz2 0.1 g
NaHCO3 1.5 g
Na2HPO4.12H20 0.5 g
Mgs04.7H20 0.3 g
Glucosa 1.0 g
Agua destilada c.b.p. 1,000 ml

La concentracién de proteina total del extracto crudo, de los
productos de excrecidn/secrecién y del glicocalix purificado de
Fasciola hepatica se determiné siguiendo el método de Lowry y cols.

(45), empleando albimina sérica bovina como patrén,

ELISA PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-Fasciola hepatica

EN SUERC DE CONEJO

Para observar la fluctuacién de anticuerpos especificos contra
F. hepatica, se probé la actividad del suero de conejo contra un
extracto crudo y contra productos de excrecién/secrecién del
pardsito adulto, por medio de un ELISA, segln la técnica descrita

por Engvall y Perlmann (23) y Voller y col. (74) con modificaciones

en el origen del antigeno y en las concentraciones empleadas.
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TECNICA:

a) Acoplamiento del antigeno a un soporte sélido. Se usaron
placas para microtitulacién de 96 pozos de fondo plano (Immulon I,
Dynatech Labs. Inc.). Se colocé en cada pozo de la placa 100 pul
del antigeno de F. hepatica a una concentracién de 5 pl/ml para el
antigeno somético Y 10 ul/ml para el antigeno de
excrecién/secrecién en amortiguador de carbonatos (0.03 M Na2CO03,
0.069 M NaHCO3), pH 9.6, se incubd durante toda la noche - 4 °C.

bh) Lavado de la placa. Se lavaron los pozos tres veces con 200
1l de S$SAF adicionada con tween 20 al 0.05% (8SAF-T) durante cinco
minutos en cada ocasion.

c) Adicién del primer anticuerpo. Se prepararon diluciones
1:500 y 1:250 en SSAF-T de las diferentes muestras de suero para el
antigeno somitico y para el antigeno de excrecién/secrecién
respectivamente, se adicionaron 100 ul/pozo de cada dilucién por
duplicado y se incubaron durante dos horas a 37 °C.

d) Se repitié el paso del inciso b).

e) Adicién del segundo anticuerpo. Se empled como segundo
anticuerpo el conjugado anti-IgG de conejo producido en cabra
(Sigma, Chem. Co.), acoplado a fosfatasa alcalina. Se adicioné a
cada pozo 100 pl del conjugado diluido 1:500 en SSAF-T y se incubd
por dos horas a 37 °C.

f) Se repitié el paso del inciso b).

g) Adicién del sustrato. Como sustrato se emple6 p-nitrofenil
fosfato disédico (Sigma Chem. Co.); se disolvieron 10 mg del

sustrato en 2.5 ml de agua y se aford a 10 ml con amortiguador de
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dietanolamina al 10%, pH 9.8, se adicionaron 100 ul/pozo del
suszrato y se incubé durante 15 minutos a 37 °C.

h) Se 1ley6é 1la absorbancia de las nmuestras en un
espectrofotémetro para ELISA (Bio-Rad, modelo 2550) con un filtro

para 405 nm.

DETERMINACION DEIL CRITERIO DE POSITIVIDAD EN LA PRUEBA DE ELISA

Una muestra individual se determiné positiva cuando su valor
de absorbancia fue igual o mayor al punto de corte del ensayo. El
punto de corte para cada ensayo se obtuvo al sumar la media mas

tres veces la desviacidn esténdar de los valores de absorbancia de

los muestreos de suero previos a la infeccién; en el segundo ensayo
también se emplearon la totalidad de los sueros del grupo control

no infectado para calcular el punto de corte del Gltimo ensayo.

PRODUCCIOHN DE METACERCARIAS

Para comprobar la posible proteccién conferida por el
glicocdlix contra la infeccién por E. hepatica en el modelo
experimental, se produjeron metacercarias del pardsito en

condiciones de laboratorio (1).

TECNICA!

a) Obtencién del hospedero intermediario. Se realizaron varias

colectas de caracoles Fossaria humilis de canales de riego en el

Estado de Morelos. E1 hospedero intermediario se mantuvo en
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condiciones de laboratorio en un cultivo constituido por un soporte

de tierra cubierto con alga Oscillatoria spp., (ambas, tierra y

alga fueron colectadas en el estado de Morelos), dentro de cajas de
petri y charolas metélicas. Los cultivos se cambiaron
aproximadamente cada tercer dia. Todos los dias se revisaron en
busca de masas ovigeras, asimismo se adicionaba agua para mantener
la humedad necesaria y se ventilaban al menos por dos horas. Los
caracoles provenientes de estas masas ovigeras al alcanzar la talla
de 4 a 5 mm o al cumplir cuatro semanas de edad, se emplearon para
infectarles con miracidios de F. hepatica.

b) Obtencién de miracidios. Para el ensayo exploratorio y para
el primer ensayo, se realizaron varias colectas de vesiculas
biliares de higados de bovinos decomisados por el Servicio de
Inspeccién Sanitaria de la Secretarfa de Salud en el Rastro
Municipal de Toluca, Estado de México; para el segundo ensayo la
bilis provino de ovinos infectados experimentalmente en el Centro
Nacional de Parasitologia Animal, SARH de Jiutepec, Morelos. La
bilis se pasé a través de un tamiz y los huevos de F. hepatica
contenidos en la bilis se concentraron por sedimentaciones y
decantaciones sucesivas en el laboratorio, finalmente los huevos se
incubaron en frascos c¢on agua & 26 °C durante 14 dias en
obscuridad. La obtencién de miracidios se realizé después de
sorieter por cinco minutos a temperatura de refrigeracién los
huevos incubados de F. hepatica e inmediatamente exponerlos a una

fuente luminosa continua de 100 w a 10 cm.
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c) Obtencidén de metacercarias. Los caracoles de 4 semanas de

edad se colocaron en placas de microtitulacién de 96 pozos y se
infectaron en forma individual, por cada caracol se pusieron de 2
a 4 miracidios, se mantuvieron a temperatura ambiente durante 8
horas en la obscuridad. Después de la exposicién los caracoles se
regresaron a sus cajas de cultivo., A los 45 dias de la exposicién
los caracoles se sometieron a un choque térmico, se mantuvieron de
3 a 5 minutos en congelacién y posteriormente se expusieron a la
iluminacién constante de luz, 100 w a 10 cm, en un recipiente de
vidrio forrado internamente con plastico. Las cercarias liberadas,
fijadas en el plastico, se mantuvieron en refrigeracidén hasta el

momento de su Uuso.

C) DISERO EXPERIMENTAL

La unidad experimental estuvo representada por un conejo. LOS
lotes de conejos se dividieron con base en el sexo y se aslignaron
al azar a cada tratamiento de la siguiente forma. Ensayo
exploratorio: seis tratamientos y seis repeticiones; primer ensayo:
cuatro tratamientos y diez repeticiones; segundo ensayo: seils

tratamientos y seis repeticiones.
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D) ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en el numero de fasciolas, longitud
de fasciolas, diferencia de peso del conejo en pie, peso del higado
y apsorbancla de los sueros, se organizaron y resumieron por medio
de técnicas estadisticas descriptivas. Asimismo, se realizé el
andlisis de correlacid¢én parc todas las variables y se compararon
las medias por medio del anélisis de varianza del numero de
fasciolas, de la longitud de fasciolas, de la diferencia de peso
del conejo en pie y del peso del higado ; cuando se encontraron
diferencias significativas, P < 0.05, se compararon las medias de
los grupos control de infeccién con la media de cada uno de los

grupos experimentales mediante la prueba de Tukey de diferencia

minima significativa honesta (17).

La absorbancia de 1los grupos control de infeccién se
compararon con la absorbancia obtenida en cada grupo experimental

mediante el siguiente modelo de regresién miltiple:

Si se tienen dos rectas:

Y, = Ba *+ By X

i

Y, = B * By X

entonces se pueden agrupar en:

Modelo Completo Y = X + 2 + ZX

.
(O

entonces Y, = B, + B, X + B, Z, + By ZX
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Modelo Reducido Y = X

[E2

entonces Y, = B, + B, ¥

1

Donde Y, es la absorbancia obtenida en cada uno de los dos
grupos a comparar, X, es la semana de colecta, Z, es el digito 1 o
0 que se le asigna a cada uno de las dos absorbancias a comparar y

Z X, es la interaccidn entre 7, y X.

La hipoétesis nula es:

H, : By = Bo r By = By

La hipotesis alterna:

H, : al menos una es diferente

La prueba de hipétesis:

SC, - SC4 / GLE, - GLE,
F, =
CME,,
La F g = F (GLE, - GLE,, GLE,), 0.05

La regla de decisién seré:
Si Fc > Fubhs

entonces se rechazaré H,.



CUADRO No. 1. DISENO DEL ENSAYO EXPLORATORIO
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n = 6.
Tratamientos Desafio Sacrificio

antes del desafio 40 mc después del desafio
4 semanas / 2 semanas semana 1 9 semanas

GRUPO

I a a X +

I1 b b X +

I1IX b c X +

v b d X +

v a e X +

VI a £ X +

n: ntmero de repeticiones por grupo; mc: metacercarias
SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos

ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocdlix;

X: desafio; +: sacrificio;

a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

c: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX;

d: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX; f: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX.




CUADRO No. 2. DISENO DEL PRIMER ENSAYU
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n = 10
Tratamientos Desafio Sacrificio

antes del desafio 40 mc después del desafio
4 semanas / 2 semanas semana 1 10 semanas

GRUPO

I a a X +

II b b X +

III b e X +

Iv a e X +

n: namero de repeticiones por grupo; mc: metacercarias;
SSAF: solucidn salina amortiguadora de fosfatos;

ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocélix;

X: desaffo; +: sacrificio;

a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX.




CUADRO No. 3. DISENO DEL SEGUNDO ENSAYO
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n* = 6; n+ = 4.
Tratamientos Desafio Sacrificio
antes del desafio 80 mc después del desafio
3 semanas semana 1 15 semanas
GRUPO
I* g X +
II* h X +
IIT* i X -
Iv* J X +
V% k X +
VI* 1 X +
0+ g - +
n: namero de repeticiones por grupo; mc: metzcercarias;

SSAF: solucidén salina amortiguadora de fosfatos;
ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocdlix;
desafio; —-: no desafiado; +:sacrificio;

X:
0:
g:

- R

grupo control no infectado;

1 ml de SSAF; h: 1 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

0.5 mg de GLX + 1 ml de SSAF;
0.25 mg de GLX + 1 ml de SSAF;
0.13 mg de GLX + 1 ml de SSAF;
0.07 mg de GLX + i ml SSAF




3. RESULTADOS

A) MODELO EXPERIMENTAL

B) NUMERO DE FASCIOLAS

C) LONGITUD DE FASCIOLAS

D) GANANCIA DE PESO EN EL CONEJO
E) PESO DEL HIGADO

F) ANTICUERPOS IgG

G) CUADROS Y FIGURAS

A) MODELC EXPERIMENTAL

En el ensayo exploratorio la infeccién por Fasciola hepatica

en los conejos duré nueve semanas, en el primer ensayo diez y en
el sequndo ensayo gquince semanas. En el estudio del higado

postsacrificio se observaron huevos de Fasciola hepatica en la
bilis de todos los conejos infectados con el pardsito de los tres

ensayos realizados.

B) NUMERO DE FASCICLAS

Ensayo exploratorioc. El promedio de fasciolas aisladas por
grupo en los higados de los conejos del ensayo exploratorio se

muestran en el cuadro 4 y en la figura 1.

La implantacién de la fasciolasis en el higado de los conejos

de los grupos I, II, III y IV fue del 100%, y la de los grupos V y

37
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VI del 83.3%. La mortalidad de los conejos a las ocho semanas post-—
infeccidén fue del 0% en la mayoria de los grupos, con excepcién del
grupo control de infeccidén (I) que fue del 16.7%. La totalidad de
ios conejos de este ensayo se sacrificaron a las nueve semanas

post-infeccidn.

El mayor numerc de fasciolas recuperadas por animal fue de 16
y el menor nimero de 2. El grupo con el mayor promedio de fasciolas
(10.5) por animal correspondié al tratamiento de 0.5 ml de ACF + 1
mg de GLX; el grupo control de infeccién fue el segundo grupo con
mayor promedio de fasciolas (8.3); el promedio de fasciolas con
respecto al grupo control de infeccién fue menor en los cuatro
grupos restantes: 0.5 ml de ACF + 2 mg de GLX, 2 mg de GLX, 0.5 ml
de ACF y 1 mg de GLX, este ultimo tratamiento presentd el menor
promedio (5.6) de par&sitos. En el andlisis de varianza Lo se
encontraron diferencias entre el grupo control de infeccidén y los
grupos experimentales en el nuimero de fasciolas recuperadas por

grupo (P > 0.05).

Primer ensayo. En este ensayo préacticamente se repitid la
evaluacién de cuatro de los grupos anteriores, la Gnica
modificacién consistié en reducir a la mitad la cantidad de ACF
administrado (0.25 ml) con respecto al ensayo anterior en el grupo

III. El promedio de fasciolas recuperadas por grupo en los higados

de los conejos se muestran en el cuadro 5 y en la figura 2.
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La implantacién de la fasciolasis en el higado de los conejos
del grupo II fue del 100%, y la de los grupos I, III y IV del 90%.
La mortalidad de los conejos a las siete semanas post-infeccién fue
del 0% en los grupos III y IV, en cambio en los grupos I y II fue
del 10%. La totalidad de los conejos de este ensayo se sacrificd a
las diez semanas post-infecciédn.
El mayor numero de fasclolas recuperadas por animal fue de 16
y el menor numero de 1. En el primer ensayo todos les tratamientos
obtuvieron mayor promedio de fasciolas que el grupo control de
infeccidén. E) tratamiento de 1 mg de GLX obtuvo el mayor promedio
de fasciolas (10.2) por grupo recuperadas postsacrificio y el menor
promedio (6.7) correspondié al grupo control de infeccién. En el
andlisis de varianza no se encontraron diferencias entre el grupo
control de infeccién y los grupos experimentales en el nimero de

fasciolas recuperadas por drupoe (P > 0.05).

Segundo ensayo. Con base en los resultades obtenidos en los
dos ensayos precedentes, se evalud el glicocdlix a menores dosis.
E]l numero de fasciolas aisladas en el segundo ensayo se muestran en

el cuadro 6 y en la figura 3.

La implantacion de la fasciolasis en el higado de los conejos
de los grupos I, III, IV y V fue del 100%, y la de los grupos II y
VI del 83,3%. Antes del desafid se dieron de baja dos animales por
lesiones ajenas a la experimentacién, uno del grupo II y otro del

grupo IV. La mortalidad en los conejos a las 14 semanas post-
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infeccién fue del 0% en la mayoria de los grupos, con excepcién del
grupo III gue fue del 16.7%. La totalidad de los conejos de este

ensayo se sacrificé a las 15 semanas post-infeccién.

El mayor nimero de fasciolas recuperadas por animal fue de 12
y el menor nimero de 1. En el segundo ensayo unicamente el grupo
con el tratamiento de 0.07 mg de GLX obtuvo un menor promedio de
fasciolas por animal (1.25), con respecto al grupo control de
infeccidén; éste constituyd el segundo grupo con menor promedio
(3.5) de fasciolas. El1 mayor promedio de fasciolas (6.6)
correspondid al tratamiento de 0.5 mg de GLX. En el andlisis de
varianza no se encontraron diferencias entre el grupo control de
infeccioén y los grupo experimentales en el numero de fasciolas

recuperadas por grupo (P > 0.05).

C) LONGITUD DE FASCIOLAS

Ensayo exploratorio. La longitud de los parédsitos colectados
en este ensayo corresponden a una fasciola de nueve semanas de
edad. Las dimensiones obtenidas se muestran en el cuadro 7 y en la

figura 4.

La méxima longitud del pardsito obtenida en este ensayo fue de
18.3 mm y la menor dimensién de 4 mm. La menor longitud promedio
(8.3 mm) de las fasciolas recuperadas correspondid al grupo control

de infeccién y al tratamiento de 1 mg de GLX, la mayor longitud
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promedio se observé en el tratamiento con 2 mg de GLX (9.4 mm);
cuatro tratamientos tuvieron una mayor longitud promedio que el
grupo control de infeccidén En el andlisis de varianza no se
encontraron diferencias entre el grupo control de infeccién y los
grupos experimentales en la longitud de las fasciolas recuperadas

por grupo (P > 0.05).

Primer ensayo. La longitud de las fasciolas recuperadas en el

presente ensayo se muestran en el cuadro 8 y en la figura 5.

La mé&xima longitud obtenida para fasciolas de diez semanas de
edad, en este ensayo, fue de 19 mm y la menor dimensién
correspondié a 5 mm. La menor longitud promedio del parasito (9.9
mm) se observé en el grupo tratado con 1 mg de GLX; el grupo
control de infeccién obtuvo el segundo menor promedio de longitud
(10.1); la mayor longitud promedio (11.0) correspondié al
tratamiento con 0.25 ml de ACF + 1 mg de GLX. Los dos tratamientos
que emplearon ACF obtuvieron un mayor promedio en la longitud de
las fasciolas En el andlisis de varianza no se encontraron
diferencias entre el grupo control de infeccién y los grupos

experimentales en la longitud de las fasciolas recuperadas por

grupo (P > 0.05)-
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Segundo ensayo. La longitud de los parésitos aislados en este
ensayo correspondié a una fasciola de 15 semanas de edad, las

dimensiones obtenidas se muestran en el cuadro 9 y en la figura 6.

La mé&xima longitud obtenida por el trematodo fue de 25.6 mm y
la menor correspondi6é a 7.5 mm. En el segundo ensayo con excepcioén
del grupo tratado con 0.07 mg de GLX, todos los tratamientos
obtuvieron un mayor promedio en la longitud de las fasciolas
recuperadas postsacrificio con respecto al gruéo control de

infecciotn.

La longitud promedio de los pardsitos en los tratamientos de
los tres ensayos evaluados en el presente estudio, siempre fue
mayor a la longitud promedio de las fasciolas del grupo control de
infeccién, con excepcién de los tratamientos con 1 mg y 0.07 mg de
GLX, en los cuales la longitud fue igual o menor. En el primer
ensayo, al administrar 1 mg de GLX, la longitud promedio de las
fasciolas fue 0.02 mm menor gue la longitud promedio de las
fasciolas del grupo control de infeccién, sin embargo, en el ensayo
exploratorio y en ei segundo ensayo en el tratamiento con 1 mg de
GLX, la longitud promedio de los parésitos fue igual o mayor al
grupo control de infeccién. Ninguno de los promedios de longitud,
en los tratamientos evaluados en el presente estudio, fue diferente

(P>0.05) al grupo control de infeccién.
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En este Ultimo ensayo también se evalué el ancho de las
fasciolas medido en el extremo anterior mas ancho del parédsito, las
dimensiones obtenidas se muestran en el cuadro 10 y en la figura 7,
en donde la mdxima anchura obtenida por parésito fue de 11 mm y la
menor de 1.8 mm. Todos los tratamientos comprendidos entre 1 mg y
0.07 mg de GLX mostraron una mayor anchura promedio del trematodo
con respecto al grupo control de infeccién. En el andlisis de

varianza no se encontraron diferencia entre los grupos evaluados.
D) GANANCIA DE PESO EN EL COREJO

Las ganancias de peso de los conejos en pie alcanzada durante
el desarrollo del ensayo exploratorio, del primer emnsayec y del
sequndo ensayo se muestran en los cuadros 11, 12, y 13, asi como en

las figuras 8, 9 y 10 respectivamente.

El peso promedio inicial de loﬁ conejos en el ensayo
exploratorio fue de 1,933 g, con una desviacién esténdar (s) de *
320 g. Los dos grupos con mayor ganancia de peso correspondieron a
los tratamientos con ACF + GLX ( ACF + 2 mg GLX, 1,273 g; ACF + 1
mg de GLX 1,038 g), el tercer grupo con mayor ganancia lo ocups el
grupo control de infecci6én (938 g) y la menor ganancia se observéd
en el tratamiento con 1 mg de GLX (887 ¢g) (cuadro y figura). El
andlisis estadistico mostré la ausencia de correlacién lineal entre
el peso inicial y el peso final de los conejos en todos los

tratamientos y del grupo control de infeccién.
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El pesc promedio inicial de los animales en el primer ensayo

fue de 2,174 g (s = i 281 g). Después de 15 semanas de la primera
aplicacién de los tratamientos, la mayor ganancia de peso
correspondié para los dos tratamientos de ACF ( 0.5 ml de ACF,
1,139 g; 0.25 ml de ACF + 1 mg de GLX, 1,079 g), el tercer
tratamiento con mayor ganancia de peso se observdé en el grupo
control de infeccién (1,098 g) y la menor ganancia la ofrecié el
tratamiento con 1 mg de GLX. El andlisis estadistico mostré una
correlacioén positiva (P<0.05) para el peso inicial y el peso final
en el grupo control de infeccién (r = 0.84) y en el tratamiento con
0.5 ml de ACF (r = 0.68). Por medio del andlisis de regresién se
estableci6é, para los anteriores grupos de tratamientps el modelo

lineal que relaciona el peso final con el peso inicial:

Pf = Po + m Pi
donde, Pf: es el peso final en kg esperade al concluir las 15

semanas que durd el experimento.

Po: es un peso constante en kg que corresponde a la

ordenada al origen.

m: es la cantidad en kg que se espera ganar =2n 15 semanas,
bajo las condiciones de cada experimento, por cada kg de peso

inicial.

Pi: es el peso inicial al principio de cada experimento.
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De esta manera, la ecuacién para el peso final en el grupo
control de infeccidén se establece como sique:
Pf = 1.54426 + 0.799783 Pi
coeficiente de determinacién = 0.708
De esta manera, en los grupos control de infeccién, se espera
por conejo una ganancia de peso de 0.8 kg por cada kg de peso
inicial al final de 15 semanas, con las condiciones de

experimentacién del primer ensayo.

En el tratamiento con 0.5 ml de ACF no se propone el modelo
lineal debido al bajo valor del coeficiente de determinacién

(0.47).

El peso promedio inicial de los animales en el segundo ensayo
fue de 2,060 g (s = + 469 g). Después de 19 semanas de la
administracion de los tratamientos, la mayor ganancia de peso
correspondié al tratamiento con mayor cantidad de GLX (1 mg de GLX,
1,540 g), la segunda mayor diferencia correspondié al grupo control
de infeccién (1,412 g), el tercer lugar correspondié al grupo
control no infectado, el tratamiento con menor cantidad de
glicocalix (0.07 mg de GLX, 1,360 g) ocupdé el cuarte lugar; en
orden decreciente le siguieron los tratamientos de GLX: 0.25 mg,

0.13 mg y 0.5 mg, este Gltimo con 1,088 g de ganancia.

El anédlisis estadistico mostré una correlacién positiva

(P<0.05) entre el peso inicial y el peso final en el grupo control
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no infectado (r= 0.94), en el dgrupo control de infeccién (r =
0.91), y en el tratamiento con 0.07 mg de GLX (r = 0.89)., Por medio
del andlisis de regresién se estableci6, para los anteriores grupos
de tratamientos, el modelo lineal que relaciona el peso final con
el peso inicial:

Para el grupo control no infectado se establece como:
Pf = 1.71726 + 0.880222 Pi
coeficiente de determinacién = 0.88
Para el grupo control de infeccién se establece como:
Pf = 2.09275 + 0.664217 Pi
coeficiente de determinacién = 0.82
Para el grupo con el tratamiento 0.07 mg de GLX se establece
como:
Pf = 2.67716 + 0.354841 Pi

coeficiente de determinacién = 0.89

De esta manera en este segundo ensaye se cuenta con una
estimacién de la pérdida de peso debida a la infeccién durante el
ensayo, ya que por cada kg inicial, el grupo no tratado gana
hipotéticamente 0.88 kg al final de la evaluacién; en contraste,
el control de infeccién gana 0.66 kg y el grupo tratado con 0.07 mg

de GLX: 0.35 kg.

No obstante que se observaron correlaciones positivas entre el
peso inicial y el peso final, en el primer y segundo ensayc, en el

presente estudio no se observaron diferencias (P>0.05) entre los
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incrementos de peso de los grupos control de infeccién y los grupos

tratados en los tres ensayos evaluados.

E) PESO DEL HIGADO

El peso del higado de los conejos después del sacrificio en el
ensayo exploratorio, en el primer emsayo y en el sequndo ensayo se
muestran en los cuadros 14, 15 y 16 y en las figuras 11, 12 y 13

regspectivamente.

En el ensayo exploratorio el peso promedio del higado varié
entre 78.3 gy 99 g; en todos los tratamientos en los que se aplicé
el GLX se observé un mayor peso de higado con respecto al grupo
control de infeccién; el Gnico grupc gque presenté un menor peso del

higado fue el tratamiento con ACF.

En el primex ensayo, el peso promedio del higado varié entre
65.9 gy 70.3 g, la menor magnitud correspondié al grupo control de
infeccién y la mayor al tratamiento con 1 mg de GLX. El segundo
ensayo mostré un menor promedio en el peso del higado (88 g) del
grupo tratado con 0.07 mg de GLX y el mayor correspondié al grupo

tratado con 0.25 mg de GLX (100 g).

El anédlisis estadistico mostré una correlacién positiva
(P<0.05) entre el namero de fasciolas y el peso del higado en todos

log tratamientos con un nivel de 1 mg de GLX, ya sea administrado
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solo o emulsionado con 0.25 y 0.5 ml de ACF, con excepcién del
grupo V del ensayo exploratorio; una correlacién positiva similar
se observé también en el grupo control de infeccién del primer

ensayo:

Ensayo exploratorio.
Grupo III (0.5 ml de ACF + 1 mg de GLX)
r = 0.92

r? = 0.84

Primer ensayo.
Grupo I (control de infeccién)
r = 0.80
rl = 0.65
Grupo III (0.25 ml de ACF + 1 mg de GVX)
r =10.79
r’ = 0.63
Grupo 1V (1 mg de GLX)
r =0.78

r’ = 0.60

Segundo ensayo.
Grupo II (1 mg de GLX)
r = 0.99

rl = 0.99
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En el anédlisis de varianza no se encontraron diferencia
(P>0.05) en el peso del higado entre los grupos control de

infeccién y los grupos tratados de los tres ensayos.

F) ANTICUERPOS IgG

Ensayo exploratorio. La fluctuacién de anticuerpos IgG contra

un extracto crudo de Fasciola hepatica se evalué a través de tres

muestreos alternos de suero efectuados en dos subgrupos (a), (b) de
tres conejos. Los valores de absorbancia registrados en ambos
subgrupos se muestran en el cuadro 17 y en las figuras 14, 15, 16

y 17.

El punto de corte en este ensayo se calculd con la totalidad
de los sueros del primer muestreo de los seis grupos experimentales
evaluados, tres semanas antes de la infeccién; la media fue 0.129
y la desviacién esténdar 0.069, de tal manera que el punto de corte

para el ensayo exploratorio fue de 0.336.

Todos los conejos fasciolosos en el grupo contrel de infeccién
y en los dos grupos tratados con GLX solo (1 y 2 mg) fueron
positivos en el ELISA, contra un extracto somitico del parésito
adulto; a partir de la sexta semana postinfeccién todos los
animales tuvieron valores de absorbancia superiores al punto de

corte. En los tres tratamientos donde se administré ACF, solo o con

GLX (1 Y 2 mg), la seropositividad se observé a la cuarta semana.
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Los valores de absorbancia mostraron un incremento paulatinc
conforme transcurrieron los dias postinfeccién, a partir de la
segunda semana en los grupos tratados con ACF y desde la quinta
semana en el control de infeccidén y en los grupos tratados con GLX;
este incremento fue continuo hasta el término del experimento en la

octava semana.

En el andlisis de las regresiones mGltiples no se encontraron
diferencias (P>0.05) entre la absorbancia del grupo control de

infeccién y los grupos experimentales.

Primer ensayo. Los anticuerpos IgG especificos contra un
extracto crude de Fasciola hepatica se evaluaron a través de seis
muestreos de suero efectuados a lo largo de siete semanas de
infeccién experimental. Los valores de absorbancia registrados se

muestran en el cuadro 18 y en la figura 18.

La determinacién de punto de corte se realizé con la totalidad
de los sueros del primer muestreo de los cuatro grupos a evaluar,
cinco semanas antes de la infeccién; la media fue 0.037 y la

desviaci6n esténdar 0.028, de tal manera que el punto de corte para

el primer ensayo fue de 0.121.

En este ensayo la deteccién de anticuerpos circulantes contra
un antigeno somdtico fue similar para los cuatro grupos evaluados:

control de infeccién, ACF, y 1 mg de GLX solo o con ACF. Todos los



conejos infectados fueron positivos a partir de la quinta semana
postinfeccién y de la cuarta a la séptima semana, se incrementd el

valor de la absorbancia.

En el andlisis de las regresiones miltiples no se encontraron
diferencias (P>0.05) entre la absorbancia del grupo control de

infeccidén y los grupos experimentales.

Segundo ensayo. Las inmunoglobulinas IgG especificas contra un

extracto crude de Fasciola hepatica asi como contra productos de

excrecién y secrecién del pardsito adulto, se evaluaron a través de
sels muestreos de suero efectuados a lo largo de 14 semanas de
infeccién experimental. Los valores de absorbancia obtenidos para
el antigeno somdtico se muestran en el cuadro 19 y en las figuras
19 y 20; a su vez log valores de absorbancia registrados para el
antigeno de excrecidén y secrecidén se muestran en el cuadro 20, asi
como en las fiquras 21 y 22; las absorbancias de los grupos control
no infectados para el antigeno somético y para el antigeno de
excrecién/secrecién se muestran en los cuadros 21 y 22 en forma

respectiva.

La determinacién de punto de corte para cada antigenoc se
realizé con la totalidad de los sueros del primer muestreo de los
seis grupos a evaluar, cinco semanas antes de la infeccidn, asi

como con todos los sueros del grupo control no infectado obtenidos

a lo largo de 18 semanas; la media para el antigeno somatico fue
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0.054 y la desviacién esténdar 0.024; la media para el antigeno de

\

excrecion/secrecion fue también de 0.054 y la desviacion estandar
de 0.032. Por consiguiente el punto de corte en el segundo ensayo
fue de 0.122 y 0.153 para el extracto crudo y para los productos de

excrecién/secrecidén en forma respectiva.

La seropositividad contra un extracto crudo de Fasciola
hepatica del grupo control de infeccién y la de los dos grupos con
menor nivel de GLX, 0.07 mg y 0.13 mg, se manifestd a partir de la
séptima semana postinfeccién; practicamente todos los grupos
tratados con mayor cantidad de GLX fueron positivos a partir de la
cuarta semana, con excepcidén de algunos conejos del grupo tratado
con 0.5 mg de GLX. El valor de la absorbancia en el grupo tratado
con 1 mg se estabilizé en la décima semana y se mantuvo hasta la
semana 14 cuando concluyeron las observaciones. Los demds grupos a
partir de la tercera o quinta semana mostraron un incremento
paulatino en el valor de la absorbancia, conforme transcurrieron

los dias postinfeccidén, hasta el término del experimento en la

semana 14.

La deteccién de anticuerpos circulantes contra productos de

excrecién/secrecién de Fasciola hepatica mostré el siguiente patron

de actividad: los conejos del grupo control de infeccién y los que

recibieron de 0.13 mg a 0.5 mg, fueron positivos al ELISA = partia
de la séptima semana postinfeccién; en contraste, el grupo con

mayor nivel de GLX (1 mg) mostré seropcsitividad desde la cuarta



semana y el grupo con 0.07 mg de GLX la manifesto hasta la décima
semana. Dependiendo de la cantidad de GLX administrado, de la
tercera a la sexta semana, se observd un incremento paulatino =n e!
valor de la absorbancia, conforme transcurrieron los ilas
postinfeccién, hasta el término del experimento en la semana 14.
Asimismo, al emplear productos de excrecidn/secrecién, el valor de
la absorbancia en el grupo tratado con 1 mg se estabilizé en la
décima semana y se mantuvo hasta la semana 14 cuando concluyeron

las observaciones.

En el andlisis de las regresiones miltiples se encontraron
diferencias esperadas (P<0.005) entre los grupos control de
infeccién y el grupo control no infectado en ambos antigenos;
ademés con el antigeno somdtico se encontraron diferencias (P<0.05)
entre el grupo control de infeccién y el grupo VI (0.07 mg de
glicocalix); en los demds grupos, con ambos antigenos, no se
encontraron diferencias (P>0.05) entre la absorbancia del grupo
control de infeccién y los grupos experimentales (cuadros 23, 24,

25 y 26).
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G} CUADROS Y FIGURAS

CUADRO No. 4. NUMERO PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL ENSAYO EXPLORATORIO. n = 6

TRATAMIENTO X S

GRUPO 4 / 2 sm ad.

I a/ a 8.3 2.9
I1 b /b 5.7 3.1
111 b/ c 10.5 3.9
v b/ d 7.0 3.4
v a/ e 5.6 3.3
Vi a / f 6.3 3.7

n: numero de repeticiones por grupo; ¥: promedio; s: desviacibn
esténdar; sm ad.: semanas antes del desafio;

SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos;

ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocalix;

a! 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

c: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX;

d: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX; f£: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 5. NUMERO PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL PRIMER ENSAYO. n = 10

TRATAMIENTO X S
GRUPO 4 / 2 sm ad.
I a/ a 6.7 6.4
I1 b /b 9.3 7.2
IIT b /e 9.5 5.8
v a /e 10.2 6.5

n: ndmero de repeticiones por grupo; X: promedio; s: desviacién
esténdar; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solucién salina
amortiquadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de Freund; GLX:
glicocélix; a: 0.5 ml SSAF;

b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF; e: 0.5 ml SSAF + 1 .ag GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.

CUADRO No. 6. NUMERO PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL SEGUNDO ENSAYO.

TRATAMIENTO X s n
GRUPO 3 sm ad.
I SSAF 3.5 1.97 6
II SSAF + 1 mg GLX 5.0 3.08 6
ITI SSAF + 0.5 mg GLX 6.6 4.13 6
v SSAF + 0.25 mg GLX 3.8 2.58 6
\Y SSAF + 0.13 mg GLX 3.8 2.13 6
VI SSAF + 0.07 mg GLX 1.25 0.82 6
CONTROL NO INFECTADO - - 4

%: promedio; s: desviacién esté&ndar; n: nimero de repeticiones por
grupo; sm ad.: semanas antes del desafio; S8SAF: solucidn salina
amortiguadora de fosfatos (1 ml); GLX: glicocdlix.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 7. LONGITUD PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL ENSAYO EXPLORATORIQ,

TRATAMIENTO X s n
GRUPO 4 / 2 sm ad. (mm) (mm)
I a/ a 8.3 2.2 47
II b /b 8.9 2.3 25
III b/ c 8.9 2.4 50
v b/ d 8.8 2.6 40
\ a /e 8.3 1.9 29
VI a /£ 9.4 1.7 29

X: promedio; s: desviacidén estandar; n: nimero de fasciolas medidas
por grupo; sm ad.: semanas: antes del desaffio; SSAF: solucién
gsalina amortiguadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de
Freund; GLX: glicocalix;

a:; 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

¢: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX;

d: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX; £: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 8. LONGITUD PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL PRIMER ENSAYO.

TRATAMIENTO X s n
GRUPO 4 / 2 sm ad. (1mm) (mm)
I a/ a 10.1 1.8 61
11 b /b 10.6 2.6 84
I1I b /e 11.0 2.4 95
v a /e 9.9 2.3 102

X: promedio; s: desviacién esténdar; n: numero de fasciolas medidas
por grupo; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: soluci6én salina
amortigquadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de Freund; GLX:
glicocdlix; a: 0.5 ml SSAF;

b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF; e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.

CUADRO No. 9. LONGITUD PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL SEGUNDO ENSAYO.

TRATAMIENTO X 8 n
GRUPO 3 sm ad. (mm) (mm )
I SSAF 15.0 4.8 14
II SSAF + 1 mg GLX 19.5 2.1 12
III SSAF + 0.5 mg GLX 16.6 2.8 36
v SSAF + 0.25 mg GLX 18.0 4.1 19
v SSAF + 0.13 mg GLX 16.1 3.2 23
VI SSAF + 0.07 mg GLX 15.0 2.8 5

¥: promedio; s: desviacidn esténdar; n: numero de fasciolas medidas
por grupo; sm ad.: semanas antes del desafio;
SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos (1 ml);

GLX: glicocédlix.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 10. ANCHO PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL SEGUNDO ENSAYO.

TRATAMIENTO X S n
GRUPO 3 sm ad. {mum) (mm)
I SSAF 5.98 l.46 14
I1 SSAF + 1 mg GLX 7.54 0.87 12
ITI SSAF + 0.5 mg GLX 7.34 1.59 36
v SSAF + 0.25 mg GLX 6.61 1.22 19
\Y SSAF + 0.13 mg GLX 6.43 1.19 23
VI SSAF + 0.07 mg GLX 6.22 1.12 5

X: promedio; s: desviacién estdndar; n: numero de fasciolas medidas
por grupo; sm ad.: semanas antes del desafio;
SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos (1 ml);

GLX: glicocé&lix.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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FIGURA No. 3. ANCHO PROMEDIO DE PARASITOS OBTENIDOS A LA NECROPSIA
EN LOS CONEJOS DEL SEGUNDO ENSAYO. CADA BARRA REPRESENTA EL
PROMEDIO ENTRE 5 Y 36 EJEMPLARES MEDIDOS, LA DESVIACION ESTANDAR SE

REPRESENTA POR (+).
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CUADRO No. 11. GANANCIA DE PESO PROMEDIO DE LOS CONEJOS DURANTE EL
ENSAYO EXPLORATORIO. n = 6

TRATAMIENTO X s
GRUPO 4 / 2 sm ad. (9) (9)
1 a/a 938 230
11 b /b 927 308
ITI b/ c 1,038 156
v b/ d 1,273 217
v a / e 887 282
VI a/ f 909 235

n: nimero de repeticiones por grupo; X: promedio; s: desviacién
estdndar; sm ad.: semanas antes del desafio;

SSAF: solucioén salina amortiguadora de fosfatos;

ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocdlix;

a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml S3AF + 0.25 ml ACF;

¢: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX;

d: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX; f: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 12. GANANCIA DE PESO PROMEDIO DE LOS CONEJOS DURANTE EL
PRIMER ENSAYO. n = 10

TRATAMIENTO X s
GRUPO 4 / 2 sm ad. (9) (9)
I a/ a 1,098 185
11 b /b 1,139 234
I1I b / e 1,079 290
Iv a/ e 963 325

n: namero de repeticiones por grupo; X: promedio; s: desviacién
estandar; sm ad.: semanas antes del desafio;

SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos;

ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocdlix;

a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

e: 0.5 mi SSAF + 1 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.

CUADRO No. 13. GANANCIA DE PESO PROMEDIO DE LOS CONEJOS DURANTE EL
SEGUNDO ENSAYO.

TRATAMIENTO X s n
GRUPO 3 sm ad. (g) (g)
I SSAF 1,412 205 6
IT SSAF + 1 mg GLX 1,540 597 6
ITI SSAF + 0.5 mg GLX 1,088 411 6
v SSAF + 0.25 mg GLX 1,302 435 6
\ SSAF + 0.13 mg GLX 1,277 438 6
VI SSAF + 0.07 mg GLX 1,360 411 6
CONTROL NO INFECTADO 1,375 135 4

%: promedio; s: desviacién estandar; n: nimero de repeticiones por
grupo; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solucién salina
amortiguadora de fosfatos (1 ml); GLX: glicocalix;

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 14. PESO PROMEDIO DEL HIGADO DE LOS CONEJOS A LA
NECROPSIA DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO. n = 6

TRATAMIENTO X s
GRUPO 4 / 2 sm ad. (9) (g)
I a/ a 83.7 14.3
11 b /b 78.3 12.5
ITI b/ c 93.0 7.9
v b / d 99.2 10.6
\Y a/ e 97.9 15.3
VI a /£ 85.9 13.5

n: numero de repeticiones por grupo; X: promedio; s: desviacién
estdndar; sm ad.: semanas antes del desafio;

SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos;

ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocalix;

a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

c: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX;

d; 0,25 ml SSAF + 0,25 ml ACF + 2 mg GLX;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX; f£: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 15. PESO PROMEDIO DEL HIGADO DE LOS CONEJOS A LA
NECROPSIA DURANTE EL PRIMER ENSAYO. n = 10

TRATAMIENTO b3 s
GRUPO 4 / 2 sm ad. (9) (g9)
I a/ a 65.9 14.2
II b /b 70.3 10.1
111 b/ e 68.7 14.7
v a/e 65.7 15.2

n: nuimero de repeticiones por dgrupo; X: promedio; s: desviacién
estdndar; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solucién salina
amortiguadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de Freund; GLX:
glicocdlix; a: 0.5 ml SSAF;

b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF; e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.

CUADRO No. 16. PESO PROMEDIO DEL HIGADO DE LOS CONEJOS A LA
NECROPSIA DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. n = 6

TRATAMIENTO x s
GRUPO 3 sm ad. (g) (g)
I SSAF 96 15.2
II SSAF + 1 mg GLX 90 21.6
I1I SSAF + 0.5 mg GLX 97 9.6
v SSAF + 0.25 mg GLX 100 20.0
\Y SSAF + 0.13 mg GLX 98 19.4
VI SSAF + 0.07 mg GLX 88 7.5

n: numero de repeticiones por grupo; X: promedio; s: desviacién
esténdar; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solucién salina
amortiguadora de fosfatos (1 ml); GLX: glicocélix.

No se observaron diferencias (P»>0.05) entre grupos.
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5.

GRUPOS EXPERIMENTALES

PESO PROMEDIO DEL HIGADO DE LOS CONEJOS A LA

CADA BARRA REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES. A:
ENSAYO EXPLORATORIO, n: 6; B: PRIMER ENSAYO, n: 10; C: SEGUNDO

6.

LA DESVIACION ESTANDAR SE REPRESENTA POR (+).
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CUADRO No. 17. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.
hepatica DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO.

semanas GRUPOS EXPERIMENTALES

post-

infeccién I II I1I v \Y VI
-3 X: 0.079 0.193 0.148 0.148 0.109 0.084
‘@) s: 0.046 0.078 0.061 0.051 0.038 0.037
-1 X: 0.170 0.214 0.201 0.153 0.155 0.158
(0) s: 0.110 0.109 0.096 0.043 0.064 0.113
4 X: 0.223 0.517 0.646 0.546 0.235 0.356
(a) s: 0.018 0.130 0.0 0.0 0.108 0.143
6 X: 0.681 0.757 0.733 0.765 0.738 0.626
(®) s: 0.050 0.102 0.140 0.176 0.097 0.142
7 x: 0.894 0.977 0.770 1.017 1.146 1.188
(2 s: 0.057 0.282 0.087 0.075 0.133 0.129
8 X: 0.744 0.754 0.832 0.784 0.905 0.692
(®) s: 0.075 0.187 0.165 0.085 0.010 0.035

%¥: promedio; s: desviacién esténdar,

(a), (b): subgrupos de tres conejos cada uno;

semanas negativas corresponden al periocdo de preinfeccidn;
GRUPOS / TRATAMIENTOS (ver CUADRO 1).

I: a/a; II: b/b; III: b/c; IV: b/d; V:a/e; VI: a/f;

a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

c: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX;

d: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX; f: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX.
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FIGURA No. 6. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL ELISA
PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.
hepatica DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO, SUBGRUPO a. EN LAS SEMANAS
4 Y 2 ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO; EN
LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 40 METACERCARIAS DE F. hepatica POR
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, La
DESVIACION ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).
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FIGURA No. 7. VALORES DE ABSORBAI'CIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL ELISA

PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJOC CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.
hepatica DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO, SUBRGRUPO a. EN LAS SEMANAS
4 Y 2 ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO; EN
LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 40 METACERCARIAS DE F. hepatica POR
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA
DESVIACION ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).



CONTROL DE INIECCION:

70

TRATAMIENTO:

82! TRATAMIENTO. A 0.5 ml ACF
S S.S.AF. s n.3
8 1i ns3 g 5
B | B
A i ; A 086
N 0.8 - N : '
c Lo c
| ,f’ 4 | |
A 06 - A |
0.4 4
4 ; 4 — S
004 : i ae o
5 L,,PUNIQ DE CORTE x_.» 3a ) o 5 :
n . n 0.2 ! PUNTO DE CORTE x + Qs
mo0.21 . m
i - ! +
T 0 E e B s
-3 -1 4 8 7 8 -3 -1 4 8 7 8
SEMANAS POSTINFECCION SEMANAS POSTINFECCION
1.4 - t.4 -
!
E TRATAMIENTO: Atz TRATAMIENTO:
812‘ 0.5 ml ACF - 8 | 0.5 mlACF «
S [ 1.0 mg GLICOCALIX S ! 2.0 mg GLICOCALIX
8 11 nega ‘ g 1@ ne3
B N B |
o A !
Q 0.8 o N 081 =
c A C i ,
| ! yd + 1 |
A 0.8 - . - Aos
4 | ///, 4
g 0.4 4[ 7 g 0.4 4 " PUNTO DE CORTE. % » 3a
' e - e — - -
o PUNTO DE CORTE: X + 3a
n 7 n : )
m o2 o m?0.2+ o
. , -
I . S S
-3 - 4 6 7 8 -3 -1 4 6 7 8

SEMANAS POSTINFECCION

SEMANAS POSTINFECCION

VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN LL ELISA

FIGURA No. 8.
PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.

hepatica DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO, SUBGRUPO b. EN LAS SEMANAS
4 Y 2 ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO; EN
LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 40 METACERCARIAS DE F. hepatica POR
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA

DESVIACION ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).
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VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL ELISA
IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.

hepatica DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO, SUBGRUPO b. EN LAS SEMANAS
4 Y 2 ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADCQ; EN

LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 40 METACERCARIAS DE F.

hepatica POR

VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA
DESVIACION ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).
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CUADRO No. 18. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE COMNEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.
hepatica DURANTE EL PRIMER ENSAYO.

semanas GRUPOS EXPERIMENTALTES
post-—
infeccidn I 11 111 v
-5 X: 0.035 0.040 0.030 0.027
51 0.012 0.017 0.022 0.010
-2 Xt 0.023 0.020 0.015 0.014
S 0.016 0.024 0.019 0.021
1 X: 0.035 0.052 0.041 0.029
g 0.024 0.028 0.022 0.016
3 X: 0.044 0.085 0.078 0.064
s 0.045 0.044 0.062 0.068
5 X: 0.455 0.464 0.513 0.500
=] 0.067 0.170 0.197 0.211
7 X: 1.024 G.822 0.983 0.897
- 0.245 0.125 0.212 0.324

%: promedio; s: desviacién estadndar; nuwero de repeticiones: 10;
semanas negativas corresponden al periodo de preinfeccién.

GRUPOS / TRATAMIENTOS (ver CUADRO 2).

I: a/a; II: b/b; 11I: b/e; IV: a/e;

a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX.
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FIGURA No. 10. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE
TMER ENSAYO. EN LAS SEMANAS 4 Y 2 ANTES DE

hepatica POR VIA ORAL. CADA

LA
AMIENTO IMDICADO; EN LA SEMANA 1 SE
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CUADRO No. 9. VALORES DE ABSORBANCIA A 4095 nm OBTENIDOS EN FEIL
ELISA PARA ANTICUERPOS fgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUNDO DE [.
hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO.

e - e
semanas GRUPOS FEXPERIMENTAILE
post-
Iinfeccion] 1 11 II: v \Y Al
- 4 X 0.042 0.046 0.0%] 0.050 0.052 0.044
0.011 0.022 0.024 C.014 0.015 0.005
S X 0.053 0.094 0.103 0.084 0.091 0.067
N 0.019 0.032 0.026 0.056 0.055 0.024
4 X: 0.099 0.274 n,269 0.215% 0.127 0.157
s 0.195% 0.098 0.218 0.082 0.058
0.053
7 X 0.435 0.464 0.448 0.525 0.360
0.266
5 0.586 0.134 0.158 0.138 0.217 0.134
10 X: 0.488 0.503 0.541 0.554 0.465 0.403
S 0.145 0.164 0.268 0.235 0.133 0.083
14 X: 0.641 0.520 0.578 0,693 0.516 0.516
8 0.135 0.062 0.373 0.196 0.164
0.125

¥: promedio; s: desviacién estdndar; ntmero de repeticiones: 6;
semanas negativas corresponden al periodo de preinfeccién;
GRUPQOS / TRATAMIENTOS (ver CUADRO 3).

T: g; II: h; III: i; IV: j; V: k; VI: 1; 0: g;

g: 1 ml de SSAF; h: 1 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

i: 0.5 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

j: 0.25 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

k: 0.13 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

l: 0.07 mg de GLX + 1 ml SSAF
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FIGURA No. 11. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.
hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. TRES SEMANAS ANTES DE LA
INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO; EN LA SEMANA 1 SE
ADMINISTRARON 80 METACERCARIAS DE F. hepatica POR VIA ORAL. CADA
PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA DESVIACION
ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).
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FIGURA No. 12. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.

hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. TRES SEMANAS ANTES DE LA
INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO; EN LA SEMANA 1 SE
ADMINISTRARON 80 METACERCARIAS DE F. hepatica POR VIA ORAL. CADA
PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA DESVIACION
ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).



CUADRO No. 20. VALORES
ELISA PARA  ANTICUERPOS
EXCRECION/SECRECION DE F.

DE
IgG DE
neoat1Cd

i O

ABSORBANCIA A 405 nm
CONEJO

CONTRA
DURANTE EL

ORTE

oot

NIDOS EN EL
PRODUCTOS  DE

SEGUNDO  ENSAYO.

semanas | GRUDOS EXPERIMENT
post - ;
infecciéng I 11 111 v Vi
S 1 - _ —
-4 I 0549 0.048 0.078 0.078 0.056 G.039
S 0.020 0.029 0.051 0.027 0.020 0.007
X: Co040 0.137 0.084 0.074 0.072 G.081
S 1.5 0.050 0.028 0.020 0.027 0.029
i X 0.074 0.247 0.188 0.145 0.128 0.079
S 0.023 0.065 0.050 0.078 0.103
0.07
7 7.230 0.708 0.449 0.440 0.391
0.253
s 0.073 0.403 0.215 0.103 0.163 0.172
10 X: 0.733 0.786 0.630 0.573 0.612 0.533
s 0.153 0.322 0.124 0.118 0.175% 0.288
14 X 0.865 0.816 0.763 0.793 0.727 0.653
5 0.246 0.125 0.085 0.253 0.112
0.252
X: promedio; s: desviacién estandar; namero de repeticiones: 6;

semanas negativas corresponden al periodo de preinfecciédn;

GRUPOS / TRATAMIENTOS (ver CUADRO 3),.

I: gi II: h; III: i; Iv: j; v: k; VI: 1; 0: g;
g: ml de SSAF; h: 1 mg de GLX + 1 ml de SSAF;
1 0.5 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

j: 0.25 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

k: 0.13 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

1: 0.07 mg de GLX + 1 ml SSAF
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CUADRO No. 21. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F.
hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO.

Grupo control no infectado. n = 4
semanas postinfeccidn X

-4 preinfeccidén 0.046 0.014
2 0.068 0.021
4 0.082 0.059
7 0.066 0.011
10 0.066 0.031
14 0.059 0.032

n: numerc de repeticiones; X: promedio; s: desviacién esténdar.

CUADRO No. 22. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS 1IgG DE CONEJO CONTRA PRODUCTOS DE
EXCRECION/SECRECION DE F. hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO.

Grupo control no infectado. n = 4_
semanas postinfeccion X S
-4 preinfeccién 0.064 0.011
2 0.056 0.013
4 0.056 0.065
7 0.034 0.012
10 0.030 0.013
14 0.018 0.005

n: nimero de repeticiones; X: promedio; s: desviacién esténdar.
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FIGURA No. 13. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA PRODUCTOS DE
EXCRECION/SECRECION DE F. hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. TRES
SEMANAS ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO; EN
LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 80 METACERCARIAS DE F. hepatica POR
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA

DESVIACION ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).
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FIGURA No. 14. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJC CONTRA PRODUCTOS DE
EXCRECION/SECRECION DE E. hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. TRES
SEMANAS ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO; EN
LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 80 METACERCARIAS DE F. hepatica POR
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA

DESVIACION ESTANDAR (s) ESTA REPRESENTADA POR (+).
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CUADRO No. 23. EFECTO DEL TRATAMIENTO EN LOS VALORES DE ABSORBANCIA
A 405 pnm OBTENIDOS EN EL ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO
CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F. hepatica DURANTE EL ENSAYO
EXBLORATORIO

sm ad.: semanas antes del desarfio;

SSAF: solucidn salina amortiguadora de fosfatos;

ACEF: adyvuvante completo de Frewund; GLX s glicoc&lixs
ST 6, s mi Eman L e B TmiTASELE I e Gnee, | T

d: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX;
e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX; f£: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 24. EFECTO DEL TRATAMIENTO EN LOS VALORES DE ABSORBANCIA
A 405 nm OBTENIDOS EN '‘ELL ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO
CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F. hepatica DURANTE EL PRIMER ENSAYO.

TRATAMIENTO ECUACION DE
GRUPO 4 / 2 sm ad. REGRESION LINEAL
I a/ a Y = B + Bu X+ By Z, t+ By 2ZX
II b /b Y= B+ B X + PBp 2, + By 2X
II1T b/ e Yi = By + By Xi + By 2, + By ZX
v a/ e Y, = By + B Xi v By 2, + By ZX

sm ad.: semanas antes del desaffio;

8SAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos;
ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocdlix;
a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF;

e: 0.5 ml SSAF + 1 mg GLX.

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos.
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CUADRO No. 25. EFECTO DEL TRATAMIENTO EN LOS VALORES DE ABSORBANCIA
A 405 nm OBTENIDOS EN EL ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO
CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE E. hepatica DURANTE EL SEGUNDO EMNSAYO.

TRATAMIENTO ECUACION DE

GRUPO 3 sm ad. REGRESION LINEAL

I o] (a) Y, =By * Bu X + By %, + By ZX
11 h (a) Y, = By + B X + By 2z + By ZX
111 i (a) Yi = fa t By Xt By % t+ By ZX,
v j (a) Y, = By + By X+ By & + By 2X
\'s K (@) Y, = B *t By XKi By L, + By IX
VI 1 (b) Y, = Bos + Pis Xi + Py & + By X
0 g (€) Y, = Bos *+ Bis X+ By % + Bi ZX

sm ad.: semanas antes del desafio;

SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos; GLX: glicocélix;
I: grupo control de infeccidén; 0: grupo control no infectado;

g: 1 ml de SSAF; h: 1 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

i+ 0.5 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

j: 0.25 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

k: 0.13 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

1: 0.07 mg de GLX + 1 ml SSAF

Tratamientos con distinta letra son distintos al grupo control de
infeccién, (b): (P<0.05); (c): (P<0.005).
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CUADRO No. 26. EFECTO DEL TRATAMIENTO EN LOS VALORES DE ABSORBANCIA
A 405 nm OBTENIDOS EN EL ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO
CONTRA PRODUCTOS DE EXCRECION/SECRECION DE F. hepatica DURANTE EL
SEGUNDO ENSAYO.

TRATAMIENTO ECUACION DE

GRUPO 3 sm ad. REGRESION LINEAL

I g (a) Y, = By + By X+ By %, + By 2X%
II h (a) Yi=Pa* PnX + By g+ By X
111 i (a) Y, = By * By X+ By 2+ By 2X
v j (@) Y, = By * Py & + Py & + By IX
v k (a) Y, = Bo * Bis X5 + Py 2; + Py 2X
VI 1 (a) Y, = Bs * Bis Xi + By Z; + By 2X;
0 g (c) Y, = By + Byg X; + By & + By 2X

sm ad.: semanas antes del desafio;

SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos; GLX: glicocdlix;
I: grupo control de infeccién; 0: grupo control no infectado;

g: 1 ml de SSAF; h: 1 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

i: 0.5 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

j: 0.25 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

k: 0.13 mg de GLX + 1 ml de SSAF;

1: 0.07 mg de GLX + 1 ml SSAF

Tratamientos con distinta letra son distintos al grupo control de
infeccién, (c): (P<0.005).



4. DISCUSIGH

A) NUMERO PROMEDIO DE FASCIOLAS
B) LONGITUD PROMEDIO DE FASCIOLAS
C) GANANCIAR DE PESO EN EL CONEJO
D) PESO DEL HIGADO

E) ANTICUERPOS IgG

F) GLICOCALIX COMO INMUNOGENO

A) NUMERO PROMEDIO DE FASCIOLAS

Kendall y col. (40) al estudiar la respuesta inmune en una

primera infeccién de Fasciola hepatica en el conejo, observaron

que, al administrar una dosis de 10 a 30 metacercarias en animales
con una edad entre 10 a 22 semanas en el momento de la infeccién,
vario el porcentaje de fasciolas recuperadas del higado entre 16.3%
+ 1.9% y 56.0% + 3.4% después de un intervalo de 8 a 20 semanas
postinfeccién. En el presente estudio, la edad aproximada de los
conejos en el momento de la infeccién oscilé entre 16 y 20 semanas;
al administrar 40 metacercarias en una sola dosis, el porcentaje de
fasciolas recuperadas, después de una infeccidén de 9 y 10 semanas,
en los grupos control de infeccidén varié entre 16.75% + 16.0% y
20.75% + 7.25%; similarmente el porcentaje de pardsitos hallados en
los grupos tratados en los dos primeros ensayos varié entre 14.0%
+ 8.25% y 26.25% + 9.75%. Al duplicar la dosis a 80 metacercarias

el porcentaje de parédsitos hallados en el higado fue de 4.38% =*
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2.46% en el grupo control de infeccidén, a su vez, en los grupos
tratados con GLX se observé dque el porcentaje de fasciolas
recuperadas varié entre 1.56% + 1.03% y 8.25% + 5.16% después de

una infeccién de 15 semanas.

En los tres ensayos realizados en el presente estudio, en
ninguno de los tratamientos se observaron diferencias (P>0.05) en
el numero de fasciolas recuperadas postsacrificio con respecto a
los correspondientes grupos control de infeccién de cada ensayo. De
esta manera no se observé efecto alguno de la administracién del

GLX en el numero de fasciolas halladas en los conejos después de

infecciones comprendidas entre 15 y 20 semanas.

Santiago (63) al estudiar la fasciolasis en conejos, en

funcién de los huevos de Fasciola hepatica que dieron origen a las

metacercarias del pardsito, observé la implantacion en el higado de
37.5 + 8.7 fasciolas al administrar 100 metacercarias de "origen
bovino”; a la misma dosis de infeccién, observé la implantacién de
13.5 + 3.7 cuando las metacercarias fueron de “"origen conejo" y de
7.8 + 4.5 fasciolas con metacercarias de "origen ovino". En el
presente estudio, en el ensayo exploratorio y en el primer ensayo,
se emplearon 40 metacercarias de "origen bovino" y en el segundo
ensayo 80 metacercarias de "origen ovino"; el menor numero de
fasciolas recuperadas en el seqgundo ensayo, con respecto a los dos

ensayos precedentes es posible explicarse en parte por la mayor
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a las de origen "ovino" en el conejo.

Bautista y col. (8) en la evaluacién del ACF sobre la
infeccién experimental de F. hepatica en ovinos, encontraron
diferencias (P<0.05) en el numero de fasciolas recuperadas
postsacrificio al administrar 2 ml de ACF por via intraperitoneal
repartidos en dos dosis, cuatro y dos semanas antes del desafio.
Garcia (26) similarmente, al administrar 1 ml de ACF por via
intraperitoneal en una dosis en ovinos, obtuvo diferencias (P<0.05)
entre el tratamiento con ACF administrado siete dias antes de la
infeccién y el grupo control de infeccién; esta diferencia no se
observé en los tratamientos cuando el adyuvante se administré 14
dias antes de la infeccién, el dfa de la infeccién, asi como 7 y 14
dias después de la confrontacién con metacercarias de F. hepatica.
En el presente ensayo, al administrar una emulsién de 0.5 ml de
ACF, emulsificado con SSAF o adicionado con 1 o 2 mg GLX, asi como
una emulsion de 0.25 ml de ACF con 1 my de GLX, repartida en dos
dosis, cuatro y dos semanas antes de la infeccién, no fue posible
observar una reduccién (P>0.05) en el nGmero dg fasciolas con
respecto al grupo control de infeccién en el conejo. Con base en lo
anterior, no se observé efecto alguno del ACF en el nimero de

fasciolas halladas entre los grupos tratades y los grupos control

de infeccién.



B) LONGITUD PROMEDIO DE FASCIOLAS

Kendall y col. (40) observaron, en infecciones experimentales

de Fasciola hepatica en el conejo, un desarrollo variable en la

longitud promedio del parédsito a las ocho semanas de infeccién que
comprendié entre 1.09 cm + 0.03 cm y 1.19 cm + 0.03 cm; a las 12
semanas registraron un aumento del pardsito de 1.47 cm + 0.14 cm y
a las 20 semanas la longitud promedio del trematodo varié entre
1.70 cm + 0.041 cmy 2.27 cm + 0.05 cm. En el presente estudio la
mayor longitud alcanzada a las nueve semanas de infeccién fue de
0.94 cm + 0.17 cm, a las diez semanas de 1.1 cm + 0.24 cm y a las
15 semanas postinfeccién la mayor longitud promedio observada fue
de 1.95 cm + 0.21 cm. En todos los tratamientos del presente
estudio no se observé diferencia (P>0.05) en la longitud del
pardsito con respecto al grupo control de infeccidn, lo cual indica

gue ninguno de los tratamientos afecté el tamafo del pardsito.

C) GANANCIA DE PESO EN EL CONEJO

En ovinos se estima que una dosis de 10,000 metacercarias de
Fagciola hepatica compromete la salud de los ovinos (70). Debido a
esto Garcia (26) al estudiar la fasciolasis experimental producto
de la inoculacién de 250 metacercarias, no encontré variaciones

importantes entre el peso corporal de los ovinos con tratamientos

de ACF y los ovinos del grupo control de infeccién.
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POr su parte Santiago (63) al adm:inistrar G2 metacercar.ias de

Fasciola hepatica en el conejo, no comprometid la salud del animal.

En el presente estudio las dosis empleadas (40 y 80 metacercarias)
y las fascilolas recuperadas postsacrificio no constituyeron una
cantidad que pusiera en peligro la salud de los animales; asi lo
demuestra el andlisis estadistico en el cual no se encontraron
diferencias entre los grupos control de infeccién y los grupos
tratados; sin embargo, llama la atencién que se encuentre alterada
la correlacién positiva entre el peso de los conejos al inicio del
experimento y el peso al final del mismo. El grupo control no
infectado en el dltimo ensayo y los grupos control de infeccién en
los dos tltimos ensayos mantienen una correlacién positiva (p<0.05)
entre el peso inicial del conejo y €l peso final del mismo. De
todos los tratamientos solo los tratamientos con 0.07 mg de GLX y
con 0.5 ml de ACF, conservaron esta correlacién. Préacticamente
todos los tratamientos en donde participa el GLX, con excepcién de
la menor dosis, se pierde la correlacién de peso. Esta alteracidn
de la normalidad del desarrollo del conejo sugiere un efecto
protector parcial de los tratamientos en que se utilizaron ya sea

0.07 mg de GLX 6 0.5 ml de ACF.

D) PESO DEL HIGADO

Garcia (26) al evaluar el ACF en la fasciolasis ovina, no
observé diferencias entre los pesos promedio del higado de los

diferentes tratamientos y el grupo control de infeccién; asimismo
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qotifico ia correlacloén positiva (P<0.05) entre el peso del higado
y el namero de fasclolas (r = 0.61). En el presente estudio tampoco
se observaron diferencias (P>0.05) entre los pesos promedios del
higado. En forma an&loga se observé correlacién positiva (P<0.05)
entre el peso del higado y el nimero de fasciolas recuperadas
postsacrificio (r: 0.78 - 0.99) cuya magnitud fue mayor a la
notificada por Garcia (26). Sin embargo, solo se observdé en los
tratamientos en que se usaron 1 mg de GLX solo o emulsionado con
ACF, asi como en el grupo control de infeccién del primer ensayo;
la correlacién no se observé (P>0.05) en los tratamientos con ACF
solo, asi como a menores y mayores dosis de GLX y en dos de los
grupos control de infeccién. De ésta manera, en los tratamientos
con 1 mg de GLX la variacién en el peso de los higados es explicado
en proporcién importante por el numero de paré&sitos (r : 0.6 -
0.98). Si partimos del hecho de que a dosis bajas de infeccidn (<
100 metacercarias) el higado normal de un conejo soporta una
infeccién por F. hepatica sin necesidad de presentar una
hiperplasia, como lo demuestra la ausencia de correlacién entre el
peso del higado y el nimero de fasciolas en los grupos control de
infeccién; entonces la correlacién observada entre estos parédmetros
a 1 mg de GLX sugiere que, en estos tratamientos, el higado puede

hallarse alterado funcionalmente y por 1lo tanto requiere

inerementar su peso para normalizarse.



E)y ANTICUERPOS Ig&

La cinética de deteccién de anticuerpos IgG circulantes en el
presente estudio siguidé un patrén similar al notificado por otros
autores (26, 41, 50, 63). Las diferencias principalmente radican en
el tiempo en que se manifiesta la serpositividad de los sueros, el
intervaloc de incremento y el intervalo de estabilidad de esta
positividad; en gran parte, las diferencias se explican por el

método y los antigenos empleados.

En el presente estudio en los tres ensayos evaluados
practicamente no se detectaron diferencias (P»0.05) en la deteccién
de anticuerpos circulantes IgC entre los grupos control de
infeccion y los grupos tratados; la unica excenci6n fue la
diferencia (P<0.05) observada entre el tratamiento de 0.07 mg de
GLX y el grupo control de infeccién al emplear un extracto somitico
en el ELISA, asi como la diferencia obvia entre el grupo control de
infeccién y el grupo control no infectado (P<0.005) del segundo
ensayo en ambos antfigenos empleados. Las principales modificaciones
en la cinética de deteccién de anticuerpos en el presente estudio
giraron en torno al inicio de la seropositividad. De esta manera,
en el ensayo exploratorio se observé la anticipacién de la
deteccién de anticuerpos circulantes IgG al administrar al conejo
ACF, con respecto al grupo control de infeccién y a los grupos
tratados con GLX; sin embargo, esta diferencia no se presentd en el

primer ensayo; la respuesta temprana de IgG al administrar ACF



compruepa la estimulacion de los adyuvantes a la respuesta inmune.
En el segundo ensayo, al modificar la cantidad de GLX, se observé
un cambio en el tiempo de deteccién de seropositividad, a mayor
cantidad de GLX, se detecta mas temprano la respuesta y a menor
cantidad, la repuesta es més tardia en un lapso de dos a siete
semanas, dependieido de la fuente de antigeno empleada en el ELISA,
Llama la atencién que el dunico tratamiento diferente al grupo
control de infeccién en la fluctuacién de IgG haya sido el

tratamiento con menor cantidad de GLX (0.07 mqg).

F) GLICOCALIX COMO INMUNOGENO

En el presente estudio, no se observaron diferencias
importantes en el curso de la infeccidn de la fasciolasis en
conejos, cuando se administraron de 2 mg a 0.07 mg por via
intraperitoneal, con respecto a los controles de infeccién. 8in
embargo, es interesante observar las variaciones en las respuestas
obtenidas con respecto al grupo control de infeccién: en general el
namero de fasciolas fue mayor en los grupos tratados con cantidades
de GLX que oscilaron entre 0.013 mg y 1 mg. En contraste, la
cantidad de paréasitos fue menor en los grupos con 2 mg y 0.07 mg de
GLX. La longitud de las fasciolas en general también fue mayor en
los grupos tratados. Las ganancias de peso fueron mayores para los
grupos tratados con 1y 2 mg de GLX, en cambio los grupos tratados
con dosis menores a 1 mg, asi como el grupo control no infectado,
mostraron ganancias de peso menores que el dgrupo control de

infeccién. El peso del higado solo mostré ligeras variaciones. La
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detecciédn de anticuerpos mostrd un patrén similar en el estudio, el

cual solo fue diferente en el grupo tratado con 0.07 mg de GLX.

La inmunosupresién ocasionada por la administracién del
glicocéalix ha sido registrada recientemente. Martinez (48) notificé
la inmunosupresién total del ratén al administrar una dosis de 150
ug por via intraperitoneal 48 horas antes de la inoculacién de
eritrocitos de borrego; en forma similar, observé una menor
respuesta a la inoculacién de eritrocitos al obtener menores
titulos de anticuerpos en la dosis de 50 pg con respecto al grupo
control. En otros modelos parasitarios, se ha observado que ciertos

antigenos del metacestodo de Taenia crassiceps pueden producir, en

el cerdo, desde la facilitacidén en la instalacién y crecimiento
parasitario, hasta la proteccién contra el cisticerco de Taenia
solium dependiendo al menos de la dosis de la vacuna empleada y
probablemente de un grupo de factores mas extenso alin no
identificado (64). Estas observaciones concuerdan con los hallazgos
obtenidos en el presente estudio y los de Martinez (48) en el
sentido de que dosis altas de GLX pueden ocasionar una
inmunosupresién y dosis bajas del mismo material podrfan inducir

una respuesta protectora.



CORCLUs OGS

En general no se observd una proteccién satisfactoria al
administrar cantidades de glicocdlix (GLX) comprendidas entre 0.13
mg y 2 mg; de esta manera, no hubo un efecto del GLX en el numero
y longitud de fasciolas recuperadas después de infecciones de 15 a
20 semanas y tampoco se observé efecto del GLX en la ganancia de
peso del conejo. Se aprecié una correlacién positiva entre el peso
inicial y el peso final de los animales en el tratamiento con 0.07
mg, en los tratamientos con ACF y en los grupos control de
infeccién. No hubo efecto del GLX en el peso del higado del conejo,
asimismo se observé une correlacidén positiva entre el nimero de
fasciolas y el peso del higado en todos los tratamientos con 1 mg
de GLX. Finalmente, se observo efecto del GLX a 0¢.07 mg en la
cinética de anticuerpos. El presente estudio sugiere que el
administrar cantidades comprendidas entre 0.13 y 1 mg de GLX por
via (ntraperitoneal, en el conejo, da por resultado una
inmunosupresién parcial y, la valoracién del GLX a dosis menores de
0.07 mg, podria reportar beneficios contra la infeccién del
trematocdo; por lo cual, seria apropiado llevar a cabo estudios en
donde se analice con mayor precisién la estructura quimica de este
material, asi como los efectos bioldgicos de sus fracciones en

animales de laboratorio.
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