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RESUMEN 

GARCIA ORTIZ, MIGUEL ANGEL. Evaluación del glicocálix de fasciolas 

adultas como inmunógeno contra la infección por Fasciola hepatica 

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

Se evaluó la inducción de inmunidad protectora contra Fasciola 

hepatica por medio de un ensayo exploratorio y dos ensayos 

experimentales, en los cuales se observó la respuesta a seis 

cantidades de glicocálix (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 0.25 ml) en el modelo experimental del conejo. Todos 

los tratamientos fueron administrados en un volumen total de 1 mI 

por vIa intraperitoneal, posteriormente todos los conejos fueron 

confrontados con metacercarias de E. hepatica por via oral. No se 

observaron diferencias entre los grupos tratados y los grupos 

control de infección para los parámetros: número y longitud de 

parásitos; 

conejo. En 

ganancia de peso, mortalidad y peso 

la fluctuación de inmunoglobulinas 

del 

IgG 

hígado del 

contra un 

extracto crudo de r. 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 infección; también se observaron 

diferencias (P<O. 005) entre el grupo control de infección y el 

grupo control no infectado contra un extracto crudo y contra 

productos de excreción/secreción de E. hepatica¡ en los demás 

tratamientos no se encontraron diferencias. En el presente estudio 
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l. I\'\TRODUCCION 

A) PRESEPlTACION DEL PROBLEMA A HWES'l'IG.l\R. 

B) ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS. 

C) JUSTIFICACION. 

D) HIPOTESIS. 

E) OBJETIVO . 

.1\. PRESENTACION DEL PROBLEMA A INVESTIGAR: 

En México la fasciolasis es la úni.ca enfermedad causada por 

trematodos económicamente importante para los rumiantes domésti.cos 

(18). Su ocurrencia está en función de la presencia de ecosistemas 

adecuados donde coexistan los hospederos definí tivos, los 

hospederos intermediarios y el parásito. De esta manera la 

presentación de esta parasitúsis es er,démica en la mayor parte de 

la República (58). 

Debido a su importancia económica, el control de la 

fasciolasis ha sido y es objeto de estudio. En México, el control 

se ha realizado principalmente hacia el parásito ~dulto mediante 

antihelminticos. Otros métodos alternos incluyen el control de los 

hospederos intermediarios, el uso de diferentes sistemas de manejo 

y el control del hospedero definitivo por inmunización o vacunación 

( 58) . 
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La lnmunización de un anImal contra una enfermedad puede ser 

medIante la Inmunidad pasIva, por medIO de la cual se consigue una 

resistencia cemporal merced a la transferencia a un animal 

susceptible de los anticuerpos o células procedentes de un animal 

resistente, o mediante la inmunizaci5n activa, para lo cual se 

aplica lln antígeno determinado al animal con el propósito de 

estimular una respuesta inmune que puede estar mediada por 

anticuerpos, por células o por ambos (72). 

En el caso particular de Fesciola hepatica, todas las especies 

animales infectadas producen aIlticuerpos contra el parásito, pero 

estos no son necesariamente protectores. Los antígenos de f. 

hepatica se pueden agrupar en antígenos somáticos o estructurales 

y antígenos metabólicos o productos de excreción/secreción (5). 

Los ensayos de inmunización pasiva o activa, asl como los 

estudios de la fasciolasig natural o experimental han comprobado 

diferentes grados de respuesta inmune que confieren ciert3 

protección ante una reinfección o desafío experimental. Esta 

protección ha sido evidente al observar la elevación del titulo de 

anticuerpos a la par de la reducción del tamafio de las fasciolas y 

de la mortalidad de los animales inmunizados; sin embargo, el 

periodo dE protección ha sido corto y la reducción del número de 

fasciolas no ha sido significativa (5). 
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B. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS: 

PRESENTACION DE LA ENFERt-mDAD 

Género: Fasciola Linnaeus, 1758 

Especie: E~-ª_º-i9_lª ~a Linnaeus, 1758 

Este parásito 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 errática en pulmones y tejido subcutáneo (2, 70). 

Su ciclo biológico 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 

más de 40 especies del género Lymnaea¡ sin embargo, algunos autores 

los identifican con el nombre genérico de rossarla 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 humili~, Bakerilymnaea 

cubensis, lossaria bulimoides, lUm!naea 



f.1orfoloqía. 

nrlu I t o tiene forma de hOJ;";!, la parte anterior oc 

caraclerllil por tener une proyección cónica central que se continua 

'on unos 'hombros", esta porción es más ancha que la posterior. Su 

. ¿¡[,,¿¡fío osr:¡ la entre 18 a 50 mm de largo por 4 a 14 mm en la parte 

fHl'_eLLor mil,e; ancha, Es de color café rosa grisáceo, la zona más 

ancha y (lh,;"llra de la vitelaria se purde observar a simple vista. 

L,a cut]"] la est_éI cubierta de espinas que desaparecen con el tiempo. 

Posee llrw '.rentosa oral situada en el extremo de la proy'!cción 

cónica central de la parte anterior y otra ventosa ventral a la 

altura de los "hombros"; el tubo digestivo es bifurcado, forma dos 

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

27,44,70). 

El poro genital se halla debajo de la ventosa vent~ral; lo', 

parás i tos son monoicos, cada individuo posee aparato reproductor 

masculino y femenino. Los huevos son operculados y a~arillentos, 

miden en su diámetro mayor de 130 a 150 micras y en el diámetro 

menor de3 a 90 micras (13, 27, 44, 70). 

I Trejo C.,L.: Epidemiologia de 108 huéspedes intermediarios 
de E!ls~ioJ-ª hepaticª en México. Mesa redonda sobre fasciolasis. 1J.-1_ 
e o llm:~s O __ ~J!_C;;;_,.l9J1 aJ~_.EªD!§i!2Jº-91JL_Y e t~ r i.!lé:U;:Jª I Mé r .i da Yu e a t á n I 

octubre 4-6 (1993). 
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Ciclo evolutivo. 

Los parásitos 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 los 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 que 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. El 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 órgano tienen una etapa de migración errática; finalmente 

alcanzan su madurez en los conductos biliares. Desde que el huevo 

se liberó por bilis y se desarrolló en una nueva fasciola madura 

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

70). 

Patogénesis. 

El daño ocasionado en el higado depende del número de 

parásitos, de su sobrevivencia o muerte, y de la reacción tisular 
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del hospedero definitivo. Al pen~trar los parásitos en el higado, 

las células de este órgano son destruidas. Cuando el hospedero se 

paras ita con una cantidad grande de metacercarias el daño en el 

higadc es extenso, conduciendo a un síndrome agudo caracterizado 

por anemia, eosinofilia, peritonitis y a menudo muerte. La 

presencia del parásito en los conductos biliares estimula 

considerablemente la reacci6n tisular; el epitelio biliar y la 

mucosa de la vesícula biliar pueden estar hiperplásicas. A menudo 

se observa la obstrucción parcial o total de los conductos biliares 

debido a una proliferación fibrosa pudiendo llegar a la 

calcificación en las áreas fibróticas. La cicatrización alrededor 

de los conductos biliares puede alcanzar el interior de los lóbulos 

hepáticos, lo cual puede afectar grandes porciones del órgano. En 

infestaciones persistentes, la elevación de enzimas hepáticas 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 

comúnmente normocítica normocrómica; 

está comprometida (39, 69). 

;)istribución geográfica. 

la síntesis de albúmina no 

Fasciola hepatica tiene una distribución geográfica mundial. 

En México la mayor parte del territorio no es apta para la 

presentación de la fasciolasis, sin embargo, las zonas más ricas en 

ganado, por disponer de agua y tierras fértiles, mantienen la 

enfermedad en forma enzoótica. Este parásito ha sido señalado en 
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todos los estados de México, excepto en Baja California Sur, 

Yucatán y Quintana Roo; las razones en el primero son falta de 

humedad y en el segundo y tercero la presencia de suelos calcáreos 

con buen drenaje. La información 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, Michoacán, Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, Puebla, 

Jalisco, Durango, Aguascalientes, Sinaloa, Oaxaca y Chiapas; en 

contraste, los estados de Baja California, Sonora, Chihuahua, 

Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas, Zacatecas y San Luis Potosi son 

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

Transmisión. 

La mayor transmisión de Fasciola ocurre en el periodo de 

lluvias en zonas con temporales definidos, sin embargo en las zonas 

con humedad permanente las condiciones de transmisi6n pueden estar 

presentes en todo el año. Se consideran factores de alto riesgo 

para la transmisión del trematodo los años lluviosos, las 

inundaciones y las zonas de riego con condiciones para que se 

infecte al hospedero intermediario de E. hepatica (28, 59). Otros 

factores que favorecen la diseminación, son la gran longevidad del 

parásito, el potencial reproductivo del parásito y del hospedero 

intermediario, la gran resistencia del estadio infectante 

(metacercaria), la variedad de hospederos definitivos, la elevada 

densidad de animales por hectárea, la contaminación 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 

inducción de ~nmunidad adquirida contra esta infección (57); ésta 

se manifiest.a 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 los 

eosinófilos se adhieren a los parásitos y los destruyen por medio 

de procesos enzimáticos antes de que lleguen al hígado (6). En la 

inmunidad contra fasciolas adultas, al parecer interviene la 

respuesta humoral y celular, además de factores mecánicos naturales 

y factores mecánicos derivados de la respuesta inmune; esta 

respuesta puede proteger a un bovino de una reinfección hasta en un 

94% (20); por el contrario, aún con titulos altos de anticuerpos en 

suero y bilis, en el ovino no hay protección (75). 

La protección contra Fasciola ~atica, debida a la respuesta 

inmune específica, ha sido estudiada en modelos de animales de 



9 

laboratorio, principalmente ratón, rata y conejo, asi como en el 

ovino y en el bovino (37, 71). 

Esta protección ha sido observada en ratas al reducir en un 

64% el número de fasciolas al administrarles suero inmune homólogo 

(rata) o heterólogo (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 dlas in vitro. Al transferir 

los parás i tos a ratones susceptibles, el númerO de fasciolas 

tratadas con suero de infecciones tempranas disminuyó con respecto 

a las tratadas con sueros de infecciones de 100 dlas y con respecto 

a los testigos (43). 

En conejos existen evidencias de protección contra Fasciola 

gigantica al emplear sueros heterólogos y homólogos (rata y conejo) 

de animales infectados experimentalmente. El mayor grado de 

protección se observó con suero heterólogo (4). 

El papel de la inmunidad celu!:'lr 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 alcanzó un alto grado de protección; sin embargo, la 
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protección en ratas y terneras homocigóticas ha sido inconsistente; 

en ovinos la protección fue nula (66). 

Por su parte Balawy (4) trató a conejos susceptibles con suero 

inmune de conejos parasitados con E gigantica y además transfirió 

células linfoides logrando con esto un alto grado de protección 

ante el desafio de E. gigantica. 

Por otro lado, se ha considerado la importancia del factor de 

transferencia de ratas parasitadas, observándose la reducción del 

55.6% de las fasciolas inoculadas, después del desafio, en ratas 

susceptibles. Al emplear factores de transferencia de bovinos y 

ovinos no se ha observado reducción significativa en el número de 

fasciolas a la confrontación (51) 

Los primeros ensayos de inmunización activa, se realizaron al 

emplear implantes de fasciolas por via subcutánea o intraperitoneal 

(24), observándose los mejores resultados al usar cámaras de 

difusión (32). El éxito relativo de los implantes I sobre todo 

usando cámaras de difusión, sugiere que la respuesta inmune es 

debida a los productos metabólicos solubles liberados por las 

fasciolas. 

Con el fin de buscar una protección adecuada, se han empleadO 

vacunas experimentales a base de extractos somáticos crudos y de 
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productos de excreción/secreción de los diferentes estadios de 

desarrollo del parásito en modelos de roedores, lagomorfos y 

rumiantes (35, 60). 

Una protección similar a la alcanzada con antigenos 

metabólicos 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 (ID, 

19), Nippostrongyl us brasiliensis en ratas (21) , Schistosoma 

mansoni en ratones (14) y Q. 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 micrú~~amos hasta 2 

mg; las vias de inoculación empleadas primordialmente han sido 

intraperitoneal, intTamuscular y subcutánea. A la fecha la 

protección 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 

liberación de estos últimos, proporcionando asi un estimulo 

prolongado. De esta forma se induce la respuesta inflamatoria que 

atrae células inmunocompetentes que procesan adecuadamente al 
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antígeno. El Adyuvante Completo de Freund (ACF) es un adyuvante 

formado por un medio oleoso, al cual se le añadió micobacterias 

muertas. El ACF además de estimular una reacción inflamatoria 

local, estimula la función de linfocitos T y favorece la protección 

de IgG (53, 72). Algunos adyuvantes han mostrado ser capaces de 

inducir resistencia inespecifica al ser administrado sin el 

antígeno; en éste sentido, experiencias en ovinos han indicado que 

el ACF inoculado intraperitonealmente, induce por si solo 

resistencia inespecífica contra la infección por Fasciola hepatica, 

debido tal vez a la activación de macrófagos peritoneales (8, 26); 

en ferma similar en esquistosomiasis el adyuvante LPS 

(lipopolisacárido B de ~ enteritidis), administrado 

subcutáneamente, confirió por sI solo protección contra esta 

infección (68). 

El tegumento o glicocálix de los helmintos se ha caracterizado 

como una mezcla de aligo o polisacáridos, glicoprotelnas y 

proteínas (15, 22, 46); puede ser responsable o contribuyente de 

las propiedades de absorción, transporte, características 

eléctricas, conducta inmunológica y naturaleza adhesiva del 

parásito (38). El glicocálix 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 protección que pueda conferir una clona de la 

glutatión-S transferasa de [. hepatica (54). En Schistosoma se ha 

comprobado que existen polipéptidos superficiales que están 

presentes durante toda la vida del trematodo, asi como polipéptidos 

que son retirados o que se expresan en cierta etapa de desarrollo 

(65), asimismo, se ha conseguido cierto grado de protección contra 

Schistosoma mansoni al emplear glicocálix o fracciones de éste como 

inmunógenos ( 42, 56, 61, 68). 

C. JUSTIFICACION: 

Las pérdidas por esta enfermedad parasitaria Be 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 migración de las 

fases juveniles del parásito a través del parénquima hepático 

durante infecciones en gran escala. Las pérdidas indirectas 

comprenden la baja producción y mala calidad de la leche, las bajas 

tasas de crecimiento y mala conversión alimenticia, la baja 

producción y mala calidad de la lana y las pérdidas por trastornos 

reproductivos; éstas, se derivan de la acción menos severa del 

parásito adulto alojado en los conductos biliares, presentando la 

forma crónica 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 más frecuentes, menos notorias y generalmente no se les da la 

importancia que realmente tienen (49). 

Las pérdidas por fasciolasis en la ganaderia mexicana 

actualmente se desconocen; sin embargo, en 1980 se aceptó 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). Más de 10 años después la información 

disponible nos indica que esta situación se mantiene e incluso la 

frecuencia de fasciolasis en los rumiantes domésticos de México 

podria estar aumentando; asi en el periodo de 1979,·,1987 en 14 

plantas Tipo Inspecci6n Federal en la Repóblica Mexicana, en un 

total de 5,797,466 bovinos sacrificados se observó una frecuencia 

de fasciolasis de 7.3%, siendo 1980 y 1984 los años con menor y 

mayor frecuencia (4.2% y 9%) respectivamente (11); en este mismo 

sentido, en el estado de Michoacán, durante el periodo de 1987 a 

1991 se observó 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 incrementó a 46 en 1991 

( 73) . 

Hasta ahora, el control de la fasci01asis es aún deficiente e 

insuficiente dado que prácticamente de todos los recursos 

disponibles para su control, por lo general solo se emplean los 
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fasciolicidas, lo que hace más evidente sus desventajas, tales como 

susceptibilidad de los animales a la infección después del 

tratamiento y la resistencia de los estadios inmaduros del parásito 

al tratamiento; además habrá que considerar el riesgo de 

contaminación de carne y leche para consumo humano y el alto costo 

de los fárll1acos. 

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 

evaluó el glicocálix de fasciolas adultas, aislado y purificado 

mediant:e un método para aislar glicoproteinas de eritrocitos, como 

inmunógeno contra éste trernatodo. 
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D. HIPOTESIS 

La inocu lación 1ntraperitoneal de gUcocálix de fasciolas 

adultas induce resistencia contra la infección por Fasciola 

hep§ti~-ª en conejos. 

E. OBJETIVO 

Evaluar la capacidad del glicocálix de fasciolas adultas para 

inducir inmunidad protectora contra Fasciola hepatica en conejos. 



MATERIAL Y METOnOS 

A) METOnOS 

B) TECNICAS 

C) DISE&O 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 evaluó la inducción de inmunidad protectora contra Fasciola 

hepatica por medio de un ensayo exploratorio y dos ensayos 

experimentales, en los cuales se observó la respuesta a seis 

cantidades o niveles de glicocálix 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 mI intraperitonealmente, posteriormente todos 

los conejos fueron confrontados con metacercarias de Fasciola 

hepatica por via oral. 

El glicocálix se extrajo y purificó a partir de fasciolas 

recolectadas de higados de bovinos sacrificados en el Rastro 

17 
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Municipal de Toluca, siguiendo el método descrito por Marchesi y 

Andre\.¡s (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 recepción y 

hasta el final del &xperimento se mantuvieron en jaulas; su 

alimentación consistió en alimento balanceado comercial para 

conejos yagua potable. Antes de iniciar cada experimento, los 

conejos permanecieron al menos 15 dias en un periodo de adaptación; 

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 sujeción del conejo con cepo e irritación previa del 

pabellón auricular externo con xilol (53). Todos las muestras de 

suero se almacenaron ~n congelación hasta su uso. Antes del 

sacrificio, la totalidad de los conejos se pesaron por segunda 

ocasión para determinar la diferencia de peso dt~l conejo en pie. 

Los parámetros registrados en el presente estudio 

correspondieron a: 

a) Número de fasciolas. Fasciolas halladas en la disección del 

higado de los conejos post-sacrificio. 
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b) Longitud de fasciolas. Dimensión determinada con el empleo 

de un Vernier. 

c) Ganancia de peso en el cone jo. Ganancia de peso de los 

animales en pie durante el desarrollo del experimento. 

d) Peso del higado. Parámetro determinado inmediatamente 

después del sacrificio de lus conejos. 

e) Anticuerpos IgG. Fluctuación de inmunoglobulina IgG contra 

antigenos de Fasciola hepatica I determinada por los valores de 

aborbancia obtenidos mediante un Ensayo Inmunoenzimático (ELISA) 

(23, 74). 

En forma paralela, se establecieron las colonias de caracoles 

Fossaria humilis necesarias para la producción de metacercarias, de 

acuerdo a la técnica del Agricultural Development and Advisory 

Service de Londres (1) con modificaciones. 

ENSAYO EXPLORATORIO. 

El ensayo comprendió el estudio de dos factores, glicocálix 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 

9, con una desviación estándar (s) de ± 320 9¡ el tratamiento fue 

repartido en dos dosis. 



Los tratamientos fueron inoculados de la siguiente forma: 

Primera dosis, cuatro semanas antes de la confrontación: 

Grupo 1 : 0.5 mI de solución salina amortiguadora de 

fosfatos (SSAF) , pH 7.2. 

Grupo 11: emulsión de 0.25 ml de SSAF + 0,25 ml de ACF. 

Grupo III: emulsión de 0.25 ml de SSAF + 0.25 mI de ACF. 

Grupo IV: emulsión de 0.25 mI de SSAF + 0.25 mI de ACF. 

Grupo V: 0.5 ml de SSAF. 

Grupo VI: 0.5 mI de SSAF. 

Segunda dosis, dos semanas antes de la confrontación: 

Grupo 1: 0.5 ml de SSAF. 

Grupo 11: emulsión de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF. 

Grupo II!: emulsión de 0.25 ml de SSAF + 0.25 ml de ACF 

+ 1 mg de glicocálix (GLX). 

Grupo IV: emulsión de 0.25 mI de SSAF + 0.25 mI 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. 

20 

Cuatro y dos semanas antes de la confrontación con 

metacercarias de Fossaria humilis se administró la primera y la 

segunda dosis del tratamiento respectivamente. Dos semanas después 

de l~ última administración 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-confrontación, todos los animales fueron pesados 

y sacrificados (cuadro 1). Asimip~o se pesó el h1gado y se 

determinó el nümero de fasciolas. A su vez se tomaron muestras de 

suero a tres animales diferentee de cada grupo en forma alterna las 

semanas -3 y -1 durante la etapa previa a la infección y en las 

semanas 4, 6 7 Y 8 postinfección. 

PRIMER ENSAYO 

El primer ensayo comprendió el estudio de dos factores, 

glicocálix 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 9 (8 = ± 281 g)¡ el 

tratamiento fue repartido en dos dosis. 

Los tratamientos fueron administrados de la siguiente forma: 

Primera dosis, cuatro semanas antes de la infección: 

Grupo 1 : 0.5 mI de SSAF. 

Grupo II: emulsión de 0.25 mI de SSAF + 0.25 mI de ACF. 

Grupo III: emulsión de 0.25 mI de SSAF + 0.25 mI de ACF. 

Grupo IV: 0.5 mI de SSAF. 

Segunda dosis, dos semanas antes de la confrontación: 

Grupo I: 0.5 mI de SSAF. 

Grupo 11: emulsión de 0.25 mI de SSAF + 0.25 ml de ACF. 



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

Grupo IV: 1 mg de GLX en 0.5 ml de SSAF. 
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Los tratamientos se administraron cuatro y dos semanas antes 

del desafío. Cinco y dos semanas antes de la infección, y a partir 

de ésta, cada dos semanas, se colectaron muestras de suero de la 

totalidad de animales. Dos semanas después de la última inoculación 

de los tratamientos, todos los animales fueron desafiados con 40 

metacercarias de "origen bovino", liberadas de caracoles Fossaria 

humilis. Posteriormente en la décima semana postinfección, todos 

los animales fueron pesados y sacrificados; asimismo se pesó el 

hígado y se determinó el número de fasciolas (cuadro 2). 

SEGUNDO ENSAYO 

El segundo ensayo comprendió el estudio de un solo factor, 

glicocálix, en seis tratamientos y 6 repeticiones, asimismo se 

contó con un grupo control negativo con 4 repeticiones, al que no 

se le administró tratamiento alguno y no se le expuso a la 

infección 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 administró 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 confrontación (dosis única) : 

Grupo I: 1 ml de SSAF. 

Grupo I I : 1 mg de GLX en 1.0 ml de SSAF. 

Grupo IIr : 0.5 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 mI de SSAF. 

Grupo VI: 0.07 mg de glicocálix en l.O mI de SSAF. 

Tres semanas antes de la infección se administró el 

tratamiento en dosis única. Se colectaron muestras de suero cuatro 

semanas antes de la infección,as! como en las semanas 2, 4, 7, 10 

Y 14 post infección de la totalidad de animales; pOAteriormente tres 

semanas después de la aplicación de los tratamientos, todos los 

animales fueron desafiados con 80 metacercarias de ·origen ovino·, 

liberadas de caracoles Fossaría humilís y con una viabilidad del 44 

%. Finalmente en la semana 15 postinfección, todos los animales 

fueron pesados y sacrificados. Se pesó también el higado y se 

determinó el número de fasciolas (cuadro 3). 

A los sueros del primer y segundo ensayo experimental se les 

determinó la fluctuación de anticuerpos anti-E. hepatica mediante 

la prueba de ELISA (23, 74). En el primer y segundo ensayo se 

emplearon como fuentes de antígeno un extracto crudo de fasciolas 

adultas completas, en el segundo ensayo además se empleó un 

antigeno de excreción/secreción de fasciolas adultas. 
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B) TECNICA5 

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL GLICOCALIX DE Fasciola hepatica 

ADULTA 

El glicocálix de fasciolas adultas utilizado en la presente 

evaluación se aisló y purificó mediante un método empleado para 

aislar glicoproteinas de eritrocitos (47). 

TECNICA: 

a) Se separaron por disección 500 fasciolas enteras de higados 

de bovinos positivos a Fasciola retirados de la matanza en la 

Inspección Sanitaria del Rastro Municipal de Toluca, Edo. de 

México. 

b) A las fasciolas se les adicionó 20 ml de solución 

amortiguadora de Tris 0.05 M - diyodosalicilato de litio (Lys) 

0.005 M (pH 7.5). 

c) Se incubó a temperatura ambiente durante 60 minutos con 

agitación constante. 

d) Al término de la incubación, se adicionaron dos volümenes 

de agua destilada helada. 

e) Se volvió a incubar durante 45 minutos a temperatura de 

refrigeración (O -4 OC) con agitación constante. 

f) Posteriormente se separó el sobrenadante por decantación. 

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

60%. 

h) Se centrifugó (Sorvall RT6000) a 4,000 9 durante 60 

minutos. Al término se desechó la fase fenólica. 
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i) El contenido de Lys se eliminó de la fase acuosa por medio 

de diálisis durante 24 a 72 horas. 

j) Finalmente se liofilizó el glicocálix. 

k) La resuspensión del liofilizado se efectuó 

inmediatamente antes de su uso con SSAF o agua destilada. 

ELABORACIOH DEL EXTRACTO CRUDO DE F8sciola bepatica 

Se preparó un extracto crudo de fasciolas adultas completas, 

según la técnica descrita por Espinoza y col., (25) con 

modificaciones en el origen del antigeno y en la eliminación de 

lipidos del antigeno. 

TECNICA: 

a) Se obtuvieron fasciolas de hígados de bovinos sacrificados 

en rastro, se lavaron cinco veces en solución salina fisiológica 

(0.15 M NaCl, SSF), 

b) Las fasciolas se desengrasaron en acetona fria y se lavaron 

cinco veces en SSF. 
9 

c) Posteriormente se homogeneizaron en un bafio de hielo con un 

polytron (Brinkman Instrumente) en SSAF, conteniendo cloruro de 

potasio 3 M, durante un minuto. Este procedimiento se repitió hasta 

que los parásitos quedaron perfectamente homogeneizados. 

d) El extracto se mantuvo durante toda la noche en agitación 

ligera a 4 oC; al siguiente día se centrifugó (Sorvall RT6000) a 

2,000 g durante 30 minutos a 4 oC. 
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e) Después se dializó contra SSAF y se volvió B centrifugar 

(Beckman J2-2l) a 24,000 9 durante una hora a 4 oC. 

f) Finalmente el sobrenadante se almacenó a - 20 oC hasta su 

uso. 

ELABORACION DE LOS PRODUCTOS DE SECRECION/EXCRECION DE Fasciol~ 

matica 

Se prepararon productos de secreción/excreción de fasciolas de 

acuerdo a la técnica descrita por Morilla y Bautista (53). 

TECNICA: 

a) Inicialmente se colectaron faeciolas vivas en SSAF, pH 7.2 

estéril. Imnedlatamente se lavaron seis veces con SSAF. 

b) Posteriormente se colocaron durante 10 minutos en SSAF con 

timerosal 1:10,000. Mas tarde se lavaron dos veces con SSAF. 

e) En un matraz estéril se colocaron de 20 a 30 fasclolas y se 

añadió solución de Hedon-Fleig estéril a razón de 1 ml/fasciola. 

d) Los matraces con las fasciolas se incubaron durante 24 

horas a 37 oc en "baño maria". 

e) El sobrenadante se colectó en baño de hielo y se centrifugó 

(Sorva11 RT6000) a 8,000 9 por 20 minutos a 4 oC. 

f) El sobrenadante se envasó en alicuotas de 3 ml y se 

almacenó a - 20 oC hasta su uso. 
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Solución de Hedon-Fleig: 

NaCl 7. O 9 

RCl 0.3 9 

CaC12 0.1 9 

NaHC03 1.5 9 

Na2HP04.12H20 0.5 9 

MgS04.7H20 0.3 Y 

Glucosa 1.0 9 

Agua destilada c.b.p. 1,000 mI 

La concentración de proteina total del extracto crudo, de los 

productos de excreción/secreción y del glicocálix purificado de 

Fasciola hepatica se determinó siguiendo el método de Lowry y cols. 

(45), empleando albúmina sérica bovina como patrón. 

ELISA PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-Fasciola bopatica 

EN SUERO DE CONEJO 

Para observar la fluctuación de anticuerpos especificos contra 

E. hepatica, se probó la actividad del suero de conejo contra un 

extracto crudo y contra productos de excreción/secreción del 

parásito adulto, por medio de un ELISA, según 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: 

al Acoplamiento del antigeno a un soporte sólido. Se usaron 

placas para microtitulación de 96 pozos de fonelo plano (Immulon 1, 

Dynatech Labs. Inc.). Se colocó en cada pozo de la placa 100 pI 

del antigeno de f. hepatica a una concentración de 5 ~l/ml para el 

untigeno somático y 10 ~l/ml para el antigeno de 

excreción/secreción en amortiguador de carbonatos (0.03 M Na2C03, 

0.069 M NaHC03), pH 9.6, se incubó durante toda la noche' 4 oC. 

b) Lavado de la placa. Se lavaron los pozos tres veces con 200 

pI de SSAF udicionada con tween 20 al 0.05% (SSAF-T) durante cinco 

minutos en cada ocasión. 

e) Adición del primer anticuerpo. Se prepararon diluciones 

1:500 y 1:250 en SSAF-T de las diferentes muestras de suero para el 

antigeno somático y para el antigono de eKcreci6n/seereci6n 

respectivamente, se adicionaron 100 ~l/pozo de cada dilución por 

duplicado y se incubaron durante dos horas a 37 oC. 

d) Se repitió el paso del inciso b). 

e) Adición del segundo anticuerpo. Se empleó como segundo 

anticuerpo el conjugado anti-IgG de conejo producido en cabra 

(Sigma, Chem. Ca.), acoplado a fosfatasa alcalina. Se Qdicionó a 

cada pozo 100 ~l del conjugado diluido 1:500 en SSAF-T y se incubó 

por dos horas a 37 oC. 

f) Se repitió el paso del inciso b). 

g) Adición del sustrato. Como 6ustrato se empleó p-nitrofenil 

fosfato disódico (Sigma Chem. Ca.) i se disolvieron 10 mg del 

sustrato en 2.5 mI de agua y se aforó a 10 mI con amortiguador de 
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dietanolamina al 10%, pH 9.8, se adicionaron 100 111jpozo del 

sus~rato y se incubó durante 15 minutos a 37 oC. 

h) Se leyó la absorbancia de las muestras en un 

espectrofotómetro para ELISA (Bio-Rad, modelo 2550) con un filtro 

para 405 nm. 

DETERMIRACION DEL CRITERIO DE POSITIVIDAD EN LA PRUEBA DE ELISA 

Una muestra individual se determinó positiva cuando su valor 

de absorbancia fue igualo mayor al punto de corte del ensayo. El 

punto de corte para cada ensayo se obtuvo al sumar la media mas 

tres veces la desviación estándar de los valores de absorbancia de 

los muestreos de suero previos a la infección; en el segundo ensayo 

también se emplearon la totalidad de los sueros del grupo control 

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

PRODUCCIOH DE METACERCARIAS 

Para comprobar la posible protección conferida por el 

glicocálix contra la infección por ~, hepatica en el modelo 

experimental, se produjeron metacercarias del parásito en 

condiciones de laboratorio (1). 

TECNICA: 

a) Obtención del hospedero intermediario. Se realizaron varias 

colectas de caracoles Fossaria humilis de canales de riego en el 

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

de tierra cubierto con alga Oscillator ia §QJ2., (ambas I tierra y 

alga fueron colectadas en el estado de Morelos), dentro de cajas de 

pet.ri y charolas metálicas. Los cultivos se cambiaron 

aproximadamente cada tercer día. Todos los días 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 ovígeras al alcanzar In talla 

de 4 a 5 mm o al cumplir cuatro semanas de edad, se emplearon para 

infectar10s con miracidios de [. hepatica. 

b) Obtención de miracidios. Para el ensayo exploratorio y para 

el prlmer ensayo, se realizaron varlas colectas de vesículas 

biliares de h1gados de bovinos decomisados 

Inspecci6n Sanitaria de la Secretaria de 

por el Servicio 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 Parasitología Animal, SARH de Jiutepec, Horelos. La 

bilis se pasó a través de un tamiz y los huevos de ~ hepatica 

contenidos en la bilis se concentraron por sedimentaciones y 

decantaciones sucesivas en el laboratorio, finalmente los huevos se 

incubaron en frascos con agua a 26 oC durante 14 días en 

obscuridad. La obtención de miracidios se ~ealizó después de 

someter por cinco minutos a temperatura de refrigeración los 

huevos incubados de E. hepatica e inmediatamente exponerlos a una 

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

edad se colocaron en placas de microtitulación de 96 pozos y se 

infectaron en forma individual, por cada caracol se pusieron de ¿ 

a 4 miracidios, se mantuvieron a temperatura ambiente durante 8 

horas en la obscuridad. Después de la exposición los caracoles se 

regresaron a sus cajas de cultivo. A los 45 dlas de la exposición 

los caracoles se sometieron a un choque térmico, se mantuvieron de 

3 a 5 minutos en congelación y posteriormente se expusieron a la 

iluminación constante de luz, 100 w a 10 cm, en un recipiente de 

vidrio forrado internamente con plástico. Las cercarias liberadas, 

fijadas en el plástico, se mantuvieron en refrigeración hasta el 

momento de su uso. 

C) DISE&O EXPERIMENTAL 

La unidad experimental estuvo representada por un conejo. Los 

lotes de conejos se dividieron con base en el sexo y se asignaron 

al azar a cada tratamiento de la siguiente forma. Ensayo 

exploratorio: seis tratamientos y seis repeticiones; primer ensayo: 

cuatro tratamientos y diez repeticiones i segundo ensayo: selS 

tratamientos y seis repeticiones. 
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D) ANALISIS ESTADISTICO 

Los resultados obtenidos en el número de fasciolas, longitud 

de fasciolas, diferencia de peso del conejo en pie, peso del higado 

y dosorbancia de los sueros, se organizaron y resumieron por medio 

de técnicas estadisticas descriptivas. Asimismo, se realizó el 

análisis de correlaci6¡ pare todas las variables y se compararon 

las medias por medio del análisis de varianza del número de 

fasciolas, de la longitud de fasciolas, de la diferencia Ce 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 infección con la media de cada uno de los 

grupos experimentales mediante la prueba de Tukey de diferencia 

minima significativa honesta (17). 

La absorbancia de los grupos control de infección se 

compararon con la absorbancia obtenida en cada grupo experimental 

mediante el siguiente modelo de regresión múltiple: 

Si se tienen dos rectas: 

YI = {JOI + (Jll X 

y 

entonces se pueden agrupar en: 

Modelo Completo le): y x + z + zx 

entonces Y¡ 
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Modelo Reducido (1): Y = X 

entonces Y, = f30 + f31 X, 

Donde Y, es la absorbancia obt:enida en cada uno de los dos 

grupos a comparar, ~ es la semana de colecta, Z¡ es el dlgito 1 o 

O que se le asigna a cada uno de las dos absorbancias a comparar y 

Z X¡ es la interacción entre Z, y X¡. 

La hipótesis nula es: 

Ho : f301 

La hipótesis alterna: 

Ha : al menos una es diferente 

La prueba de hipótesis: 

F e 

La F tabla, = F (GLE(r) - GLE(c)' GLE(c»' O. 05 

La regla de decisión será: 

Si Fe > F tablas 

entonces se rechazará Ho' 



CUADRO No. lo DISEÑO DEL ENSAYO EXPLORATORIO 
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 + 

II b b X + 

III b c X + 

IV b d X + 

v a e X + 

VI a f X + 

n: número de repeticiones por grupo; mc: metacercarias 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos 
ACF: adyuvante completo de Freund¡ GLX: glicocálix¡ 
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 Gl,X¡ 
d: 0,25 mI SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX¡ 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX¡ f: 0.5 ml SSAF + 2 mg GLX. 

34 



CUADRO No. 2. DISEÑO DEL PRIMER ENSAYO 
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 + 

Ir b b X + 

III b e X + 

IV a e X + 

n: número de repeticiones por grupo¡ mc: metacercarias¡ 
SSAF: solución 6alina amortiguadora de f06fatos; 
ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocálix; 
X: desafio; +: sacrificio; 
a: 0.5 mI SSAF¡ b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF¡ 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX. 
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CUADRO No. 3. DISEÑO DEL SEGUNDO ENSAYO 
n* = 6; n+ = 4. 

Tratamientos Desafio Sacrificio 
antes del desafio 80 mc después del desafio 

3 semanas semana 1 15 semanas 
GRUPO 

1* 9 X + 

11* h X + 

111* i X + 

1V* j X + 

v* k X + 

VI* 1 X + 

0+ g + 

n: número de repeticiones por grupo; mc: met~cercarias¡ 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos¡ 
ACF: adyuvante completo de Freund¡ GLX: glicocálix¡ 
X: desafio¡ -: no desafiado¡ +:sacrificio; 
o: grupo control no infectado; 
g: 1 mI de SSAF¡ h: 1 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
i: 0.5 mg de GLX + 1 ml de SSAF¡ 
j: 0.25 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
k: 0.13 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
1: 0.07 mg de GLX + ~ mI SSAF . 
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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) MODELO EXPERIMENTAL 

En el ensayo exploratorio la infección por Fasciola hepatica 

en los conejos duró nueve semanas, en el primer ensayo diez y en 

el segundo ensayo quince semanas. En el estudio del h1gado 

postsacrificio se observaron huevos de Fasciola hepatica en la 

bilis de todos los conejos infectados con el parásito de los tres 

ensayos realizados. 

B) NUMERO DE FASCIOLAS 

Ensayo exploratorio. El promedio de fasciolas aisladas por 

grupo en los hlgados de los conejos del ensayo exploratorio se 

muestran en el cuadro 4 y en la figura l. 

La implantación de la fasciolasis en el higado de los conejos 

de los grupos 1, 11, 111 Y IV fue del 100%, y la de los grupos V y 
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VI del 83.3%. La mortalidad de los conejos a las ocho semanas post­

infección fue del 0% en la mayoria de los grupos, con excepción del 

grupo control de infección (1) que fue del 16.7%. La totalidad de 

los conejos de este ensayo se sacrificaron a las nueve semanas 

post-infección. 

El mayor número de fasciolas recuperadas por animal fue de 16 

y el menor número de 2. El grupo con el mayor promedio de fasciolas 

(10.5) por animal correspondió al tratamiento de 0.5 mI de ACF + 1 

mg de GLX; el grupo control de infección fue el segundo grupo con 

mayor promedio de fasciolas (8.3); el promedio de fasciolas con 

respecto al grupo control de infección fue menor en los cuatro 

gr~pos restantes: 0.5 mI de ACF + 2 mg de GLX, 2 mg de GLX, 0.5 ml 

de ACF y 1 mg de GLX, este último tratamiento presentó el menor 

promedio (5.6) de parásitos. En el análisis de varianza ~;o se 

encontraron diferencias entre el grupo control de infección y los 

grupos experimentales en el número de fasciolas recuperadas por 

grupo (P > 0.05). 

Primer ensayo. En este ensayo prácticamente se repitió la 

p.valuación de cuatro de los grupos anteriores, la única 

modificación consistió en reducir a la mitad la cantidad de ACF 

administrado (0.25 ml) con respecto al ensayo anterior en el grupo 

rrr. 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 implantación de la fasciolasis en el higado de los conejos 

del grupo 11 fue del 100%, y la de los grupos 1, 111 Y IV del 90%. 

La mortalidad de los conejos a las siete semanas post-infección fue 

del 0% en los grupos 111 y IV, en cambio en los grupos 1 y 11 fue 

del 10%. La totalidad de los conejos de este ensayo se sacrificó a 

las diez semanas post-infección. 

El mayor número de fasciolas recuperadas por animal fue de 16 

y el menor número de l. En el primer ensayo todos los tratamientos 

obtuvieron mayor pco;-:~edio de fasciolas que el grupo control de 

infección. El tratamiento de 1 mg de GLX obtuvo el mayor promedio 

de fasciolas (10.2) por grupo recuperadas postsacrificio y el menor 

promedio (6.7) correspondió al grupo control de infección. En el 

análisis de varianza no se encontraron diferencias entre el grupo 

control de infección y los grupos experimentales en el nómero de 

fasciolas recuperadas por grupo (P > 0.05). 

Segundo ensayo. Con base en los resultados obtenidos en los 

dos ensayos precedentes, se evaluó el glicocálix a menores dosis. 

El número de fasciolas aisladas en el segundo ensayo se muestran en 

el cuadro 6 y en la figura 3. 

La implantación de la fasciolasis en el higado de los conejos 

de los grupos 1, 111, IV Y V fue del 100%, y la de los grupos 11 y 

VI del 83.3%. Antes del desafió se dieron de baja dos animales por 

lesiones ajenas a la experimentación, uno del grupo 11 y otro del 

grupo IV. La mortalidad en los conejos a las 14 semanas post-
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infección fue del 0% en la mayoria de los grupos, con excepción del 

grupo 111 q~e fue del 16.7%. La totalidad de los conejos de este 

ensayo se sacrificó a las 15 semanas post-infección. 

El mayor número de fasciolas recuperadas por animal fue de 12 

y el menor número de 1. En el segundo ensayo únicamente el grupo 

con el tratamiento de 0.07 mg de GLX obtuvo un menor promedio de 

fasciolas por animal (1.25) I con respecto al grupo cont.rol de 

infección; éste constituyó el segundo grupo con menor promedio 

(3.5) de fasciolas. El mayor promedio de fasciolas (6.6) 

correspondió al tratamiento de 0.5 mg de GLX. En el análisis de 

varianza no se encontraron diferencias entre el grupo control de 

infección y los grupo experimentales en el número de fasciolas 

recuperadas por grupo (P > 0.05). 

e) LONGITUD DE FASCIOLAS 

Ensayo exploratorio. La longitud de los parásitos 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 máxima longitud del parásito obtenida en este ensayo fue de 

18.3 mm y la menor dimensión de 4 mm. La menor longitud promedio 

(8.3 mm) de las fasciolas recuperadas correspondió al grupo control 

de infección y al tratamiento de 1 mg de GLX, la mayor longitud 



41 

promedio se observó en el tratamiento con 2 mg de GLX (9.4 mm); 

cuatro tratamientos tuvieron una mayor longitud promedio que el 

grupo control de infección En el análisis de varianza no se 

encontraron diferencias entre el grupo control de infección 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 6 y en la figura 5. 

La máxima longitud obtenida para fa6ciolaa de diez semanas de 

edad, en este ensayo, fue de 19 mm y la menor dimensión 

correspondió a 5 mm. La menor longitud promedio del parásito (9.9 

mm) se observó en el grupo tratado con 1 mg de GLX; el grupo 

control de infección obtuvo el segundo menor promedio de longitud 

(10.1); la mayor longitud promedio (11.0) correspondió al 

tratamiento con 0.25 mI de ACF + 1 mg de GLX. Los dos tratamientos 

que emplearon ACF obtuvier?n un mayor promedio en la longitud de 

las fasciolas En el análisis de varianza no se encontraron 

diferencias entre el grupo control de infección y los grupos 

experimentales en la longitud de las faociolas recuperadas por 

grupo (P > 0.05). 
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Segundo ensayo. La longitud de los parásitos aislados en este 

ensayo correspondió a una fasciola de 15 semanas de edad, las 

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

La máxima longitud obtenida por el trematodo fue de 25.6 mm y 

la menor correspondió a 7.5 mm. En el segundo ensayo con excepción 

del grupo tratado con 0.07 mg de GLX, todos los tratamientos 

obtuvieron un mayor promedio en la longitud de las fasciolas 

recuperadas post sacrificio con respecto al grupo control de 

infección. 

La longitud promedio de los parásitos en los tratamientos de 

los tres ensayos evaluados en el presente estudio, siempre fue 

mayor a la longitud promedio de las fasciolas del grupo controi de 

infección, con excepción 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 

fasclolas fue 0.02 mm menor que la longitud promedio de las 

fasciolas del grupo control de infección, sin embargo, en el ensayo 

exploratorio y en el segundo ensayo en el tratamiento con 1 mg de 

GLX, la longitud promedio de los parásitos fue igual o mayor al 

grupo control de infección. Ninguno de los promedios de longitud, 

en los tratamientos evaluados en el presente estudio, fue diferente 

(P>O.05) al grupo control de infección. 
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En este último ensayo también se evaluó el ancho de las 

fasciolas medido en el extremo anterior mas ancho del parásito, las 

dimensiones obtenidas se muestran en el cuadro 10 y en la figura 7, 

en donde la máxima anchura obtenida por parásito fue de 11 mm y la 

menor de 1.8 mm. Todos los tratamientos compr"endidos entre 1 mg y 

0.07 mg de GLX mostraron una mayor anchura promedio del trematodo 

con respecto al grupo control de infección. En el análisis de 

varianza no se encontraron diferencia entre los grupos evaluados. 

D) GANANCIA DE PESO EN EL CONEJO 

Las ganancias de peso de los conejos en pie alcanzada durante 

el desarrollo del ensayo exploratorio, del primer ensayo y del 

segundo ensayo se muestran en 108 cuadros 11, 12, Y 13, as! como en 

las figuras S, 9 Y 10 respectivamente. 

El peso promedio inicial de los conejos en el ensayo 

exploratorio fue de 1,933 g, con una desviación estándar (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 ocupó el 

grupo control de infección (938 g) Y la menor ganancia se observó 

en el tratamiento con 1 mg de GLX (887 g) (cuadro y figura). El 

análisls estadistico mostró la ausencia de correlación lineal entre 

el peso inicial y el peso final de los conejos en todos los 

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

fue de 2,174 g (s = + 281 g). Después de 15 semanas de la primera 

aplicación de los tratamientos¡ la mayor ganancia de peso 

correspondió para los dos tratamientos de ACF ( 0.5 mI de ACF, 

1,139 g; 0.25 mI de ACF + 1 mg de GLX, 1,079 g), el tercer 

tratamiento con mayor ganancia de peso se observó en el grupo 

control de infección (1,098 g) Y la menor ganancia la ofreció el 

tratamiento con 1 mg de GLX. El análisis estadístico mostró una 

correlación positiva (P<O.OS) para el peso inicial y el peso final 

en el grupo control de infección (r = 0.84) Y en el tratamiento con 

0.5 ml de ACF (r 0.68). Por medio del análisis de regresión se 

estableció, para los anteriores grupos de tratamientos el modelo 

lineal que relaciona el peso final con el peso inicial: 

Pf = Po + m pi 

donde, Pf: es el peso final en kg esperado al concluir las 15 

semanas que duró 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 en 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 ecuación para el peso final en el grupo 

control de infección se establece como sigue: 

Pf = 1.54426 + 0.799783 Pi 

coeficiente de determinación = 0.708 

De esta manera, en los grupos control de infección, 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 

experimentación 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 determinación 

(0.47). 

El peso promedio inicial de los animales en el segundo ens~yo 

fue de 2,060 g (s + 469 g). Después de 19 semanas de la 

administración de los tratamientos, la mayor ganancia de peso 

correspondió al tratamiento con mayor cantidad de GLX (1 mg de GLX, 

1,540 g), la segunda mayor diferencia correspondió al grupo control 

de infección (1,412 g), el tercer lugar correspondió al grupo 

control no infectado, el tratamiento con menor cantidad de 

glicocálix (0.07 mg de GLX, 1,360 g) ocupó el cuarto lugar i en 

orden decreciente le siguieron los tratamientos de GLX: 0.25 mg, 

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

El análisis estadistico mostró una correlación positiva 

(peO.OS) entre el peso inicial y el peso final en el grupo control 
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no infectado (r== 0.94), en el grupo control de infección (r = 

0.91), Y en el tratamiento con 0.07 mg de GLX (r = 0.89). Por medio 

del análisis de regresión se estableció, 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 determinación = 0.88 

Para el grupo control de infección se establece como: 

Pf = 2.09275 + 0.664217 Pi 

coeficiente de determinación = 0.82 

Para el grupo con el tratamiento 0.07 mg de GLX se establece 

como: 

Pf = 2.67716 + 0.354841 Pi 

coeficiente de determinación 0.89 

De esta manera en este segundo ensayo se cuenta con una 

estimación de la pérdida de peso debida a la infección durante el 

ensayo, ya que por cada kg inicial, el grupo no tratado gana 

hipotéticamente 0.88 kg al final de la evaluación; en contraste, 

el control de infección 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 ensayo, 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 infección y los grupos 

tratados en los tres ensayos evaluados. 

E) PESO DEL HIGADO 

El peso del h1gado de los conejos después del sacrificio en el 

ensayo exploratorio, en el primer ensayo y en el segundo ensayo se 

muestran en los cuadros 14, 15 Y 16 Y en las figuras 11, 12 Y 13 

respectivamente. 

En el ensayo exploratorio el peso promedio del h1gado varió 

entre 78.3 g Y 99 g¡ en todos los tratamientos en los que se aplicó 

el GLX se observó un mayor peso de hígado con respecto al grupo 

control de infección; el único grupo que presentó un menor peso del 

hígado fue el tratamiento con ACF. 

En el primer ensayo, el peso promedio del hígado varió entre 

65.9 g Y 70.3 g, la menor magnitud correspondió al grupo control de 

infección y la mayor al tratamiento con 1 mg de GLX. El segundo 

ensayo mostró un menor promedio en el peso del hígado (88 g) del 

grupo tratado con 0.07 mg de GLX y el mayor correspondió al grupo 

tratado con 0.25 mg de GLX (100 g). 

El análisis estadístico mostró una correlación positiva 

(P<0.05) entre el número de fasciolas y el peso del hígado en todos 

los 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 excepción del 

grupo V del ensayo exploratorio; una correlación positiva sim.ilar 

se observó también en el grupo control de infección del primer 

ensayo: 

Ensayo exploratorio. 

Grupo 111 (0.5 ml de ACF + 1 mg de GLX) 

r = 0.92 

r 2 = 0.84 

Primer ensayo. 

Grupo I (control de infecci6n) 

r = 0.80 

r 2 = 0.65 

Grupo !II (0.25 mI de ACF + 1 mg de GT,X) 

r = 0.79 

r 2 = 0.63 

Grupo IV (1 mg de GLX) 

r = 0.78 

r 2 = 0.60 

Ssgundo ensayo. 

Grupo 11 (1 mg de GLX) 

r :: 0.99 

r 2 '" 0.99 
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En el análisis de varianza no se encontraron diferencia 

(P>0.05) en el peso del higado entre los grupos control de 

infección y los grupos tratados de los tres ensayos. 

F) ANTICUERPOS IgG 

Ensayo exploratorio. La fluctuación de anticuerpos IgG contra 

un extracto crudo de Fasciola hepatica se evaluó 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 muestr.an en el cuadro 17 y en las figuras 14, 15, 16 

Y 17. 

El punto de corte en este ensayo se calcu16 con la totalidad 

de los sueros del primer muestreo de los seis grupos experimentales 

evaluados, tres semanas antes de la infección; la media fue 0.129 

y la desviación estándar 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 control de infección 

y en los dos grupos tratados con GLX solo (1 Y 2 mg) fueron 

positivos en el ELISA, contra un extracto somático del parásito 

adulto; a partir de la sexta semana postinfección todos los 

animales tuvieron valores de absorbancia superiores al punto de 

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

GLX (1 y 2 mg), la seropositividad se observó a la cuarta semana. 
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Los valores de absorbancia mostraron un incremento paulatino 

conforme transcurrieron los dlas postinfección, a partir de la 

segunda semana en los grupos tratados con ACF y desde la quinta 

semana en el control de infección y en los grupos tratados con GLX; 

este incremento fue continuo hasta el término del experimento en la 

octava semana. 

En el análisis de las regresiones múltiples no se encontraron 

diferencias (P>O. 05) entre la absorbancia del grupo control de 

infección y los grupos experimentales. 

Primer ensayo. Los anticuerpos IgG especificas contra un 

extracto crudo de FasciQls heEat~c~ se evaluaron a través de seis 

muestreos de suero efectuados a lo largo de siete semanas de 

infección experimental. Los valores de absorb3ncia registrados se 

muestran en el cuadro 18 y en la figura 18. 

La determinación de punto de corte se realizó con la totalidad 

de los sueros del primer muestreo de los cuatro grupos a evaluar, 

cinco semanas antes de la infección; la media fue 0.037 Y la 

desviación estándar 0.028, de tal manera que el punto de corte para 

el primer ensayo fue de 0.121. 

En este ensayo la detección de anticuerpos circulantes contra 

un antigeno somático fue similar para los cuatro grupos evaluados: 

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



conejos infectados fueron positivos a partir de la quinta semana 

postinfección y de la cuarta a la séptima semana, se incrementó el 

valor de la absorbancia. 

En el análisis de las regresiones múltiples no se encontraron 

diferencias (P>O. 05) entre la absorbancia del grupo control de 

infección y los grupos experimentales. 

Segundo ensayo. Las inmunoglobulinas IgG especificas contra un 

extracto crudo de Fasciola hepatica asi como contra productos de 

excreción y secreción del parásito adulto, se evaluaron a través de 

seis muestreos de suero efectuados a lo largo de 14 semanas de 

infección experimental. Los valores de absorbancia obtenidos para 

el antigeno somático se muestran en el cuadro 19 y en las figuras 

19 y 20; a su vez los valores de absorbancia registrados para el 

antigeno de excreción y secreción se muestran en el cuadro 20, asl 

como en las figuras 21 y 22; las absorbancias de los grupos control 

no infectados para el antigeno somático y para el antigeno de 

excreción/secreción se muestran en los cuadrad 21 y 22 en forma 

respectiva. 

La determinación de punto de corte para cada antigeno se 

realizó con la totalidad de los sueros del primer muestreo dé los 

seis grupos a evaluar, cinco semanas antes de la infección, asl 

como con todos los sueros del grupo control no infectado obtenidos 

a lo largo de 18 semanas; la media para el antigeno somático fue 



0.054 Y la desviación estándar 0.024; la media para el antigeno de 

excreción/secreción fue también de 0.054 y la desviación estándar 

de 0.032. Por consiguiente el punto de corte en el segundo anoRyo 

fue de 0.122 y 0.153 para el extracto crudo y para los productos de 

excreción/secreción en forma respectiva. 

La seropositividad contra un extracto crudo de FaEiciol¿~ 

hepatica del grupo control de infección y la de los dos grupos con 

menor nivel de GLX, 0.07 mg y 0.13 mg, se manifestó a partir de la 

séptima semana postinfección; précticamente todos 106 grupos 

tratados con mayor cantidad de GLX fueron positivos a partir de la 

cuarta semana, con excepción 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 estabilizó en la décima semana y se mantuvo hasta la 

semana 14 cuando concluyeron las observaciones. Los demás grupos a 

partir de la tercera o quinta semana mostraron un incremento 

paulatino en el valor de la absorbancia, conforme transcurrieron 

los dias postinfección, hasta el término del experimento en la 

semana 14. 

La detección de anticuerpos circulantes contra productos de 

excreción/secreción de Fasciola hepatica mostró el siguiente patrón 

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

recibieron de 0.13 mg a 0.5 mg, fueron positivos al ELISA ~ ~artiL 

de la séptima semana postinfección; en contraste 1 el grupo con 

mayor nivel de GLX (1 mg) mostró serop0sitividad desde la cuarta 



semana y el grupo con 0.07 mg de GLX li1 manifestó tlilfJtél ¡él cJéc) ¡['(I 

semana. Dependiendo d~ la cantidad de GLX aclministul(lo, de :'1 

tercera a la sexta semana, se observó un incremento paulatino 0n ~: 

valor de la absorbancia, conforme transcurr i.eron los j las 

postinfección, hasta el término del experimento en la semana 14. 

Asimismo, al emplear productos de excreción/secreción, el valor de 

la absorbancia en el grupo tratado con 1 mg se estabilizó en la 

décima semana y se mantuvo hasta la semana 14 cuando concluyeron 

las observaciones. 

En el análisis de las regresiones múltiples se encontraron 

diferencias esperadas (P<O.005) entre los grupos control de 

infección y el grupo control no infectado en ambos ant5.genos; 

además con el antígeno somático se encontraron diferencias (P<O.05) 

entre el grupo control de infección y el grupo VI (0.07 mg de 

glicocálix); en los demás grupos I con ambos antígenos, no se 

encontraron diferencias (P>O. 05) entre la absorbancia del grupo 

control de infección y los grupos experimentales (cuadros 23, 24, 

25 Y 26). 



G) CUADROS Y FIGURAS 

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

GRUPO 

I 

II 

III 

IV 

v 

VI 

TRATAMIENTO 
4 / 2 sm ad. 

a / a 

b / b 

b / c 

b / d 

a / e 

3. / f 

s 

8.3 2.9 

5.7 3.1 

10.5 3.9 

7.0 3.4 

5.6 3.3 

6.3 3.7 

n: nümero de repeticiones por grupo; r: promedio; 8: desviación 
estándar; sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos; 
ACF; adyuvante completo de Freund¡ GLX: glicocálix; 
a: 0.5 mI SSAF; b: 0,25 mi SSAF + 0.25 rnl ACF'; 
e: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX¡ 
d: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF + 2 mg GLX¡ 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX; f: 0.5 mI SSAF + 2 mg GLX. 
---------~-------------------_. -_._----------
No se observaron diferencias (P>O.05) entre grupos. 



CUADRO No, 5. NUMERO PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA 
NECROPSIA E~ LOS CONEJOS DEL PRIMER ENSAYO. n = 10 

GRUPO 

1 

II 

III 

IV 

TRATAMIENTO 
1 / 2 sm ad. 

a / a 

b / b 

b / e 

a / e 

s 

6.7 6.4 

9.3 7.2 

9.5 5.8 

10.2 6.5 

n: número de repeticiones por grupo¡ x: promedio¡ s: desviación 
estándar¡ sm ad.: semanas antes del desafio¡ SSAF: solución sali.na 
amortiguadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: 
glicocálix¡ a: 0.5 mI SSAF¡ 
b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mi ACF¡ e: 0.5 mI SSAF + 1 .l1g 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. 
------,----------
GRUPO 

1 

I! 

II! 

IV 

V 

VI 

TRATAMIENTO 
3 sm ad. 

SSAF 

SSAF + 1 mg GLX 

SSAF + 0.5 mg GLX 

SSAF + 0.25 mg GLX 

SSAF + 0.13 mg GLX 

SSAF + 0.07 mg GLX 

CONTROL NO INFECTADO 

,---------------- _._------
s n 

3.5 1. 97 6 

5.0 3.08 6 

6.6 4.13 6 

3.8 2.58 6 

3.8 2 _13 6 

1. 25 0.82 6 

4 

-._....,_._~~~ ... _~ 

x: promedio; s: desviación estándar; n: nümero de repeticiones por 
grupo; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solución salina 
amortiguadora de fosfatos (1 mI); GLX: glicocálix. 

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos. 
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FIGURA l. NUMERO PROMEDIO DE PARASI'ros OBTENIDOS A LA NECROPSIA EN 
LOS CONEJOS. CADA BARRA REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES; A: 
ENSAYO EXPLORATORIO, n: 6; B: PRIMER ENSAYO, n: 10; C: SEGUNDO 
ENSAYO, n: 6. LA DESVIACION ESTANDAR SE REPRESENTA POR (+). 



CUADRO No. 7. I.,ONGITUD PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS Rr~CUPErU\DAS JI. LA 
NECROPSIA EN LOS CONEaOS DEL ENSAYO EXPLORA'I'OR ro. 

TRATAMIENTO 
GRUPO 4 / 2 sm ad. 

I a / 8. 

II b / b 

III b / e 

IV b / d 

V a I e 
I 

VI a / f 

----------

x 
(mm) 

8.3 

8.9 

8.9 

8.8 

8.3 

9.4 

s 
( !Tun ) 

2.2 

2.3 

2.4 

2.6 

1.9 

1.7 

n 

47 

25 

50 

40 

29 

29 

x: promedio¡ s: desviación estándar¡ n: número de fasciolas medidas 
por grupo¡ sm ad.: semanas: antes del desafio¡ SSAF: solución 
8alina amortiguadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de 
Freund¡ GLX: glicocálix¡ 
a: 0.5 mI SSAF¡ b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF; 
e: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF+ 1 mg GLX¡ 
d: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF + 2 mg GLX¡ 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX; f: 0.5 mI SSAF + 2 mg GLX. 

-----------.~-~._-

No se observaron diferencias (P>O.OS) entre grupos. 
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CUADRO No. 8. LONGI'I'UD PROMEDIO DE LAS FASCIOLAS RECUPERADAS A LA 
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL PRIMER ENSAYO. 

TRATAMIENTO X S n 
GRUPO 4 I 2 sm ad. (mm) (mm) 

I a I a 10.1 1.8 61 

I I b I b 10.6 2.6 84 

III b I e 11. O 2.4 95 

IV a I e 9.9 2.3 102 

x: promedio; s: desviación estándar; n: número de fasciolas medidas 
por grupo; em ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solución salina 
amortiguadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: 
glicocálix; 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 S 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 

IV 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 

x: promedio; s: desviación estándar; n: número de fasciolas medidas 
por grupo; sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos (1 mI); 

GLX: 9 E cocá Ex. 

No se observaron diferencias (P>O.05) entre grupos. 
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FIGURA NO. 2. LONGITUD PROMEDIO DE PARASITOS OBTENIDOS A LA 
NECROPSIA EN LOS CONEJOS. CADA BARRA REPRESENTA EL PROMEDIO DE n 
EJEMPLARES MEDIDOS; A: ENSAYO EXPLORATORIO, n: 25-50; B: PRIMER 
ENSAYO, n: 61-102; C: SEGUNDO ENSAYO, n: 5-36. LA DESVIACION 
ESTANDAR SE REPRESENTA POR (+). 
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CUADRO No. 10. ANCHO PROMEDIO DE LAS fASCIOLAS RECUPERADAS 1\ LA 
NECROPSIA EN LOS CONEJOS DEL SEGUNDO ENSAYO. 

TRATAMIENTO X s n 
GRUPO j sm ad. (mm) (mm) 
-------

1 SSAF 5.98 1. 46 14 

II SSAF -1- 1 mg GLX 7.54 0.87 12 

II 1 SSAF -1- 0.5 mg GLX 7.34 1. 59 36 

IV SSAF -1- 0.25 mg GLX 6.61 1. 22 19 

V SSAF -1- 0.13 mg GLX 6.43 1.19 23 

VI SSAF -1- 0.07 mg GLX 6.22 1.12 5 

x: promedio; s: desviación estándar; n: número de fascio1as medidas 
por grupo; sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos (1 mI); 
GLX: glicocálix. 

No se observaron diferencias (P>O.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 HEDIDOS, 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 Sin ad. (g) ( g) 

I a / a 938 230 

II b / b 927 308 

III b / c 1,038 156 

IV b / d 1,273 217 

V a / e 887 282 

VI a / f 909 235 

n: número de repeticiones por grupo; x: promedio; s: desviación 
estándar; sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos; 
ACF: adyuvante completo de Freund; GLX: glicocálix; 
a: 0.5 ml SSAF; b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF; 
c; 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX; 
d: 0,25 mI SSAF T 0.25 mI ACF T 2 mg GLX¡ 
e: 0.5 mI SSAF + 1 rng GLX; f: 0.5 mI SSAF + 2 rng GLX. 

No se observaron diferencias (P>O.05) entre grupos. 
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CUADRO No. 12. GANANCLA DE PESO PROMEDIO DE LOS CONEJOS DURANTE EL 
PRIMER ENSAYO. n = 10 

TRATAMIENTO x s 
GRUPO 4/2 sm ad. ( g) (g) 

I a / a 1,098 185 

I! b / b 1,139 234 

JI! b / e 1,079 290 

IV a / e 963 325 

n: número de repeticiones por g~upo; x: promedio; s: desviación 
estándar; sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos¡ 
ACF: adyuvante completo de Freund¡ GLX: glicocálix¡ 
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>O.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 

II SSAF + 1 mg GLX 1,540 597 6 

II! SSAF + 0.5 mg GLX 1,088 411 6 

IV SSAF + 0.25 mg GLX 1,302 435 6 

V 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 

x: promedio; s: desviación estándar; n: número de repeticiones por 
grupo; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solución salina 
amortiguadora de fosfatos (1 mI); GLX: glicocálix; . 

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos. 
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FIGURA No. 4. GANANCIA DE PESO PROMEDIO DE LOS CONEJOS. CADA BARRA 
REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES. A: ENSAYO EXPLORATORIO In: 6 i 
B: PRIMER ENSAYO, n: 10; C: SEGUNDO ENSAYO, n: 6. LA DESVIACION 
ESTANDAR SE REPRESENTA POR (+). 
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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. (g) (g) 

I a / a 83.7 14.3 

II b / b 78.3 12.5 

IrI b / c 93.0 7.9 

IV b / d 99.2 10.6 

V a / e 97.9 15.3 

VI a / f 85.9 13.5 

n: número de repeticiones por grupo; x: promedio; s: desviación 
estándar¡ sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos¡ 
ACF: adyuvante completo de Freund¡ GLX: glicocálix¡ 
a: 0.5 mI SSAF; b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF; 
e: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF+ 1 mg GLX¡ 
d: 0,25 mI SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX¡ 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX; f: 0.5 mI SSAF + 2 mg GLX. 

No se observaron diferencias (P>O.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 

TRATAMIEN'l'O X s 
GRUPO 4/2 sm ad. ( g) ( g) 

I a / a 65.9 14.2 

II b / b 70.3 10.1 

III b / e 68.7 14.7 

IV a / e 65.7 15.2 

n: número de repeticiones por grupo; x: promedio; s: desviación 
estándar; sm ad.: semanas antes del desafio; SSAF: solución salina 
amortiguadora de fosfatos; ACF: adyuvante completo de Freund¡ GLX: 
glicocálix¡ a: 0.5 mI SSAF¡ 
b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF; e: 0.5 mI 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 

III SSAF + 0.5 mg GLX 97 9.6 

IV SSAF + 0.25 mg GLX 100 20.0 

V SSAF + 0.13 mg GLX 98 19.4 

VI SSAF + 0.07 mg GLX 88 7.5 

n: número de repeticiones por grupo¡ x: promedio¡ s: desviación 
estándar¡ sm ad.: semanas antes del desafio¡ SSAF: solución salina 
amortiguadora de fosfatos (1 ml)¡ GLX: glicocálix. 

No se observaron diferencias (P>0.05) entre grupos. 
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FIGURA No. 5. PESO PROMEDIO DEL HIGADO DE LOS CONEJOS A LA 
NECROPSIA. CADA BARRA REPRESENTA EL PRot1EDIO DE n ANIMALES. A: 
ENSAYO EXPLORATORIO, n: 6; B: PEIMER ENSAYO, n: 10; C: SEGUNDO 
ENSAYO, n: 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 E. 
hepatica DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO. 

semanas 
post­
infección 

G R U P O S E X P E R 1 M E N TAL E S 

1 II 

-3 x: 0.079 
(a) 

s: 0.046 

-1 x: 0.170 
(b) 

s: O.llO 

4 x: 0.223 
(a) 

s: 0.018 

6 x: 0.681 
(b) 

7 
(a) 

s: 0.050 

X: 0.894 

s: 0.057 

8 x: 0.744 
(b) 

s: 0.075 

0.193 

0.078 

0.214 

0.109 

0.517 

0.130 

0.757 

0.102 

0.977 

0.282 

0.754 

0.187 

III IV 

0.148 0.148 

0.061 0.051 

0.201 0.153 

0.096 0.043 

0.646 0.546 

0.0 0.0 

0.733 0.765 

0.140 0.176 

0.770 1.017 

0.087 0.075 

0.832 0.784 

0.165 0.095 

x: promedio; s: desviación estándar; 
(a), (b): subgrupos de tres conejos cada uno; 

v 

0.109 

0.038 

0.155 

0.064 

0.235 

0.108 

0.738 

0.097 

1.146 

0.133 

0.905 

0.010 

semanas negativas corresponden al periodo de preinfección; 
GRUPOS / TRATAMIENTOS (ver CUADRO 1). 
1: ala; 11: b/b; 111: bici IV: b/d¡ V:a/e¡ VI: a/f; 
a: 0.5 m1 SSAF¡ b: 0,25 m1 SSAF + 0.25 m1 ACF¡ 
c: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF+ 1 mg GLX; 
d: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF + 2 mg GLX¡ 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX¡ f: 0.5 mI SSAF + 2 mg GLX. 

VI 

0.084 

0.037 

0.158 

0.113 

0.356 

0.143 

0.626 

0.142 

1.1BB 

0.129 

0.692 

0.035 
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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 E. 
hepaticq 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 E. 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 AN'rICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EX'I'RACTO CRUDO DE E· 
hepatica DURANTE EL ENSAYO EXPLORATORIO, SUEGRUPO 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 (5) ESTA REPRESENTADA POR (+). 
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FIGURA No. 8. 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 I SUBGRUPO b. EN LAS SEI1ANAS 
4 Y 2 ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDICADO¡ EN 
LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 40 t-1ETACERCARIAS DE f':. hepatica POR 
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROI1EDIO DE n AN IMALES I LI\ 
DESVIACION ESTANDAR (5) ESTA REPRESENTADA POR (+). 
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FIGURA No. 9. 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 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 [. hepatica POR 
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA 
DESVIACION ESTANDAR (5) ESTA REPRESENTADA POR (+). 
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CUADRO No. 18. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL 
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE f. 
hepatica DURANTE EL PRIMER ENSAYO. 

G R U P O S E X P E R 1 M E N TAL E S semanas I 
post-
infecc __ i_ó_n~ _____________ I ________ I_I _________ I_I_I ________ I_\_r __________ ___ 

--') x: 0.035 0.040 0.030 0.027 

s: 0.012 0.017 0.022 0.010 

-2 x: 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 

s: 0.024 0.028 0.022 0.016 

3 x: 0.04l} 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 

s: 0.067 0.170 0.197 0.211 

7 x: 1.024 0.822 0.983 0.897 

s: 0.245 0.125 0.212 0.324 

x: promedio; s: desviación estándar; nú:nero de repeticiones: 10i 
semanas negativas corresponden al periodo de preinfección. 
GRUPOS I TRATAMIENTOS (ver CUADRO 2). 
1: ala; 11: b/b; 111: b/e; IV: ale; 
a: 0.5 mI SSAF; b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF; 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX. 
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FIGURA No. 10. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL 
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE F. 
hepatica DURANTE EL PRIMER ENSAYO. EN LAS SElvIANAS 4 Y 2 ANTES DE LA 
INFECCrON SE APLICO EL TRA'I'AMIENTO 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 (-). 



CljA!)IW No. 1 'J, VALORES DE ABSOHBANC lA 1\ 1) () ') rJln ()BTf~N IDOS [~N El, 
EL1SI\ PJ\I(!\ !\N'['ICUERPClS rgC D¡;; CONE,JO CONTE[\ !JN ¡':XTRJ\CTO CRUDO DE f. 
tlf:2Pgt¿ C,¿l DUH1\NTF EL SEGUNDO ENSJ\ YO. 

- -- r-' -- --------- .. ------------------'~----, --------------- ---'-----------------.. ",,-,-
~.; {'HlCl!l iJ f-i I 
post-
1 nfecc i-'-">rl, 

" 

1) 

0.053 

1 
(). )(){) 

10 

14 

0.125 

x: 

x: 

s: 

x: 

c' .. , . 
... 
x: 

s: 

x: 

El : 

G 1\ U P O S 

1 1 

0,042 0.046 

0.011 0.022 

0,053 0.094 

0,019 0.032 

0.099 0,274 

O. J <) 'j 0.098 

0.435 0.464 

0.586 0.134 

0.488 0.503 

0.145 0.164 

0.641 0.520 

0.135 0.062 

I~XP¡;:RIMENTJ\LES 

1 II IV v 

(J , O l) 1 0.050 0,052 

0,024 C,014 0.015 

O. 103 0.004 0.091 

0.026 0.056 0.055 

(' , 269 0.215 0.127 

O.7.lf:J 0.082 0.050 

0.448 0.525 0.360 

0.158 O.13B 0.217 

0.541 0.554 0.465 

0.268 0.235 0.133 

0.578 0,693 0,516 

0.373 0.196 0.164 

VI 

0.044 

0.005 

0.067 

0.024 

0.157 

0.134 

0.403 

0.083 

0.516 

x: promedio; s: desviación estándar; número de repeticiones: 6; 
semanas negativas corresponden al periodo de preinfección; 
GRUPOS / TRA'l'AMIENTOS (ver CUADRO 3). 
1: g¡ lI: h; lI!: i; IV: j; V: k¡ VI: l¡ O: g; 
g: 1 mI de SSAF; h: 1 mg de GLX + 1 mI de SSAF; 
i: 0.5 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
j: 0.25 mg de GLX ~ 1 mI de SSAF; 
k: 0.13 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
1: 0.07 mg de GLX + 1 mI 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 E. hepatica POR VIA ORAL. CADA 
PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES I LA DESVIACION 
ESTANDAR (5) 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 EX'I'RACTO CRUDO DE .E. 
hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. TRES SEMANAS ANTES DE LA 
INFECCION SE APLICO EL TRAT1\MIENTO IMDICADO¡ EN LA SEMANA 1 SE 
ADMINISTRARON 80 METACERCARIAS DE E. hepatica POR VIA ORAL. CADA 
PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES I LA DESVIACION 
ESTANDAR (5) ESTA REPRESENTADA POR (+). 
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0.029 0.0~1 0.027 0.020 0.007 

O. 137 0.084 0.074 0.072 0.081 

0.050 0.028 0.020 0.027 0.029 

0.247 0.188 0.145 0.128 0.079 

0.065 0.050 0.078 0.103 

0.708 0.449 0.440 0.391 

0.403 0.215 0.103 0.163 O. ]. 7 2 

0.786 0.630 0.573 0.612 0.533 

0.322 0.124 0.118 0.175 0.288 

0.816 0.763 0.793 0.727 0.653 
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x: promedio; s: desviación estándar; número de repeticiones: 6; 
semanas negativas corresponden al periodo de preinfección¡ 
GRUPOS / TRATAMIENTOS (ver CUADRO 3). 
I: g¡ lI: h¡ lII: i¡ IV: j¡ V: k¡ VI: l¡ O: g¡ 
g: 1 mI de SSAF; h: 1 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
i: 0.5 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
j: 0.25 mg de GLX + 1 mI 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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ClJl"DRO No. 21. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL 
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE E. 
hepatica DURAN'rE EL SEGUNDO ENSAYO. 

Grupo control no infectado. n _. 4 
Gemanas postinfección x s 

--4 preinfección 0.046 0.014 

2 0.068 0.021 

4 0.082 0.059 

7 0.066 O.Oll 

10 0.066 0.031 

14 0.059 0.032 

n: número de repeticiones; x: promedio; s: desviación estándar. 
----------- ---------- --------------------

CUADRO No. 22. VALORES DE ABSORBANCIA A 405 nm OBTENIDOS EN EL 
ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO CONTRA PRODUCTOS DE 
EXCRECION/SECRECION DE l. hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. 
----
Grupo control n,o infectado. n = 4 

semanas postinfección X s 

-4 preinfección 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: número de repeticiones; x: promedio; s: desviación estándar. 
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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 E. hepatica DURANTE EL SEGUNDO ENSAYO. TRES 
SEMANAS ANTES DE LA INFECCION SE APLICO EL TRATAMIENTO IMDrCADO; EN 
LA SEMANA 1 SE ADMINISTRARON 80 METACERCARIAS DE E. hepatica POR 
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA 
DESVIACION ESTANDAR (s) ~STA REPRESENTADA POR (+). 
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FIGURA No. 14. 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 E. hepatica POR 
VIA ORAL. CADA PUNTO (*) REPRESENTA EL PROMEDIO DE n ANIMALES, LA 
DESVIACION ESTANDAR (5) ESTA REPRESENTADA POR (+). 

-' , 



81 

CUADRO No. 23. EFECTO DEL TRATAMIENTO EN LOS VALORES DE ABSORBANCIA 
A 405 nrn OBTENIDOS EN EL ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO 
CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE E, ~pati~q DURANT~ EL ENSAYO 

sm ad.: semanas antes deL desafío; 
SSAF; solución salina amortiguadora de fosfatos; 

~~C:!::.-_:---==-acl-z-u~~flt::_~ 5'3ITlPJ-et=o-=--~e~reu!2d~- _ E!iX.~1i~C!cá1.i.x-J 
<l F 2.5 ~L gS~ ---+- a _ 25 =-L ~<C::'E?-4- I- ~""3" ~z:...~i' 

d: 0,25 ml SSAF + 0.25 ml ACF + 2 mg GLX¡ 
e: 0.5 rnl SSAF + 1 rng GLX; f: 0.5 rnl SSAF + 2 rng 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 'EL ELISA PARA ANTICUERPOS IgG DE CONEJO 
CONTRA UN EXTRACTO CRUDO DE E. hepatica DURANTE EL PRIMER ENSAYO. 

TRATAMIENTO ECUACION DE 
GRUPO 4/2 sm ad. REGRESION LINEAL 

I a / a Yi {Jol + {Jll Xi + {J21 

II b / b Yi {Jo] + {Jl2 X¡ + {J22 

!II b / e Yi {Jo] + {Jo Xi + {J13 

IV a / e V¡ /301 + /3l4 X¡ + /3Z4 

sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos; 
ACF: adyuvante completo de Freund¡ GLX: glicocálix¡ 
a: 0.5 mI SSAF; b: 0,25 mI SSAF + 0.25 mI ACF; 
e: 0.5 mI SSAF + 1 mg GLX. 

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

Z, + {J3l ZX¡ 

Z¡ + {J32 ZX¡ 

Z¡ + {J33 ZX¡ 

ZI + /3H ZX1 
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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 ENSAYO. 

TRATAMIENTO ECUACION DE 
GRUPO 3 sm ad. REGRESION LINEAL 

I 9 (a) Y¡ {301 ... {311 X¡ + {321 Z¡ + {331 ZX¡ 

II h (a) Y¡ {302 + {312 X¡ + {3p Z¡ + {332 ZX¡ 

IrI i (a) Y¡ {303 ... {3u X¡ ... {323 Z¡ ... (313 ZX¡ 

IV j (a) Y¡ = {3f>1 + {314 X¡ + {324 Z¡ + {3>yt ZX, 

V k (a) Y¡ - 1305 1- PB Xi i' f325 Z¡ ... f3JS ZX¡ 

VI 1 (b) Y¡ Puó ... PI6 x, + P26 Z, + P 36 ZX¡ 

o g (c) Y¡ Puó + PI6 X¡ + {326 Z¡ + PJ6 ZX¡ 

sm ad. : semanas antes del desafio¡ 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos¡ GLX: glicocálix¡ 
I: grupo control de infección¡ O: grupo control no infectado; 
g: 1 mI de SSAF¡ h: 1 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
i: 0.5 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
j: 0.25 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
k: 0.13 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
l: 0.07 mg de GLX + 1 mI SSAF 

Tratamientos con distinta letra son distintos al grupo control de 
infección, (b): (P<O.OS)¡ (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 DURAN'l'E EL 
SEGUNDO ENSAYO. 

TRATAMIENTO ECUACION DE 
GRUPO 3 sm ad. REGRESION LINEAL 

I 9 (a) Y, = Poi + Pll X¡ + P21 Zi + P31 ZX¡ 

II h (a) Yi Pol + Pll Xi + {321 Z¡ + {3J] ZX¡ 

III i (a) Y, ::: Po3 + {313 Xi + {3!J 2 + {3n ZX¡ , 

IV j (a) YI {3¡)j + PI4 Xi i- P14 Z¡ + fJJ4 ZX¡ 

V k (a) Yi Pos + PIS Xi + p2j Z, + {335 ZXi 

VI 1 (a) Y, {306 + {316 X, + {326 Zi + {336 ZXi 

O 9 ( c) Y, P06 + PI6 Xi + P26 Zi + P36 ZXi 

sm ad.: semanas antes del desafio; 
SSAF: solución salina amortiguadora de fosfatos; GLX: glicocálix; 
I: grupo control de infección; o: grupo control no infectado; 
g: 1 ml de SSAF¡ h: 1 mg de GLX + 1 ml de SSAF; 
i: 0.5 mg de GLX + I ml de SSAF; 
j: 0.25 mg de GLX + 1 mI de SSAF¡ 
k: 0.13 mg de GLX + 1 mI de SSAF; 
1: 0.07 mg de GLX + 1 mI SSAF . 

Tratamientos con distinta letra son distintos al grupo control de 
infección, (c): (P<O. 005) . 



A) NUMERO PROMEDIO DE FASCIOLAS 

B) LONGITUD PROMEDIO DE FASCIOLAS 

C) GANANCIA 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 infección 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 infección, 

varió 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 

postinfección. En el presente estudio, la edad aproximada de los 

conejos en el momento de la infección osciló entre 16 y 20 semanas; 

al administrar 40 metacercarias en una sola dosis, el porcentaje de 

fasciolas recuperadas, después de una infección de 9 y 10 semanas, 

en los grupos control de infección varió entre 16.75% ± 16.0% y 

20.75% ± 7.25%; similarmente el porcentaje de parásitos hallados en 

los grupos tratados en loo dos primeros ensayos varió entre 14.0\ 

± 8.25% y 26.25% ± 9.75%. Al duplicar la dosis a 80 metacercarias 

el porcentaje de parásitos hallados en el higado fue de 4.38% ± 

85 
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2.46% en el grupo control de infección, a su vez, en los grupos 

tratados con GLX se observó que el porcentaje de fasciolas 

recuperadas varió entre 1.56% ± 1.03% y 8.25% ± 5.16% después de 

una infección 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 número de fasciolas recuperadas postsacrificio con respecto a 

los correspondientes grupos control de infección de cada ensayo. De 

esta manera no se observó efecto alguno de la administración del 

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

infecciones comprendidas entre 15 y 20 semanas. 

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

función de los huevos de Fasciola Depatica que dieron origen a las 

metacercarias del parásito, observó la implantación en el higado de 

37.5 ± 8.7 fasciolas al administrar 100 metacercarias de "origen 

bovino"; a la misma dosis de infección, observó la implantación 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" i el menor número de 

fasciolas recuperadas en el segundo ensayo, con respecto a los dos 

ensayos precedentes es posible explicarse en parte por la mayor 



a las de origen "ovino" en el conejo. 

Bautista y col. (8) en la evaluación del ACF sobre la 

infección experimental de f. hepatica en ovinos, encontraron 

diferencias (P<0.05) en el número de fasciolas recuperadas 

postsacrificio al administrar 2 mI de ACF por via intraperitoneal 

repartidos en dos dosis, cuatro y dos s~manas antes del desafio. 

Garcia (26) similarmente, al administrar 1 mI 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 

infección y el grupo control de infección; esta diferencia no se 

observó en los tratamientos cuando el adyuvante se administró 14 

dias antes de la infección, el día de la infección, asi como 7 y 14 

dlas después de la confrontación con metacercarias de f. hepatica. 

En el presente ensayo, al administrar una emulsión de 0.5 mI de 

ACF, emulsificado con SSAF o adicionado con 1 o 2 mg GLX, asi como 

una emulsión de 0.25 mI de ACF con 1 mg de GLX, repartida en dos 

dosis, cuatro y dos semanas antes de la infección, no fue posible 

observar una reducción (P>O. 05) en el número de fasciolas con 

respecto al grupo control de infección en el conejo. Con base en lo 

anterior, no se observó efecto alguno del ACF en el número de 

fasciolas halladas entre los grupos tratados y los grupos control 

de infección. 



B) LONGITUD PROf.1EDIO DE FJ\SCIOtAS 

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

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

longitud promedio del parásito a las ocho semanas de infección que 

comprendió entre 1.09 cm ± 0.03 cm y 1.19 cm ± 0.03 cm; a las 12 

semanas registraron un aumento del parásito de 1.47 cm ± 0.14 cm y 

a las 20 semanas la longitud promedio del trema todo varió entre 

1.70 cm ± 0.041 cm y 2.27 cm ± 0.05 cm. En el presente estudio la 

mayor longitud alcanzada a las nueve semanas de infección fue de 

0.94 cm ± 0.17 cm, a las diez semanas de 1.1 cm ± 0.24 cm y a las 

15 semanas postinfección la mayor longitud promedio observada fue 

de 1.95 CfP + 0.21 cm. En todos los tratamientos del presente 

estudio no se observó diferencia (P>O. 05) en la longitud del 

parásito con respecto al grupo control de infección, lo c~al indica 

que ninguno de los tratamientos afectó el tamafto del pctrásito. 

C) GANANCIA DE PESO EN EL CONEJO 

En ovinos se estima que una dosis de 10,000 metacercarias de 

Fasciola hepatica compromete la salud de los ovinos (70). Debido a 

esto Garcia (26) al estudiar la fasciolasis experimental producto 

de la inoculación de 250 metacercarias, no encontró variaciones 

importantes entre el peso corporal de los ovinos con tra~~m1entos 

de ACF y los ovinos del grupo cor.trol de infección. 



Por- s'..; par~e Santlago (63) al aciIT~::~3-:.~a: >::' :'é'· ace:car.caco: j(! 

E..asciola hepatica en el conejo, no comprometió la salud del animal. 

En el presente estudio las dosis empleadas (40 y 80 metacercarias) 

y las fasciolas recuperadas postsacrificio no constituyeron una 

cantidad que pusiera en peligro la salud de los animales; así lo 

demuestra el análisis estadistico en el cual no se encontraron 

diferencias entre los grupos control de infección y los grupos 

tratados; sin embargo, llama la atención que se encuentre alterada 

la correlación 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 último ensayo y los grupos control de infección en 

los dos úl tilnos ensayos mantienen una correlación positiva (p<O. 05) 

entre el pe50 inicial del conejo y el pe50 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 correlación. Prácticamente 

todos los tratamientos en donde participa el GLX, con excepción de 

la menor dosis, se pierde la correlación de peso. Esta alteración 

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 ó 0.5 ml de ACF. 

D) PESO DEL HIGADO 

García (26) al evaluar el ACF en la fasciolasis ovina, no 

observó diferencias entre los pesos promedio del higado de los 

diferentes tratamientos y el grupo control de infección; asimismo 
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~otlflCO ia corre~aC1Ón positlva (PeO.OS) entre el peso del higado 

y el número de fasciolas (r = 0.61). En el presente estudio tampoco 

se observaron diferencias (P>0.05) entre los pesos promedios del 

hígado. En forma análoga se observó correlación positiva (P<0.05) 

entre el peso del hígado y el número de fasciolas recuperadas 

postsacrificio (r: 0.78 0.99) cuya magnitud fue mayor a la 

notificada por García (26). Sin embargo, solo se observó en los 

tratamientos en que se usaron 1 mg de GLX solo o emulsionado con 

ACF, así como en el grupo control de infección del primer ensayo; 

la correlación no se observó (P>0.05) en los tratamientos con ACF 

solo, así como a menores y mayores dosis de GLX y en dos de los 

grupos control de infección. De ésta manera, en los tratamientos 

con 1 mg de GLX la variación en el peso de 105 hígados es explicado 

en proporción importante por el número de parásitos (r : 0.6 -

0.98). Sí partimos del hecho de que a dosis bajas de infección (< 

100 metacercarias) el higado normal de un conejo soporta una 

infección por E. hepatica sin necesidad de presentar una 

hiperplasia, como lo demuestra la ausencia de correlación entre el 

peso del hígado y el número de fasciolas en los grupos control de 

infección; entonces la correlación observada entre estos parámetros 

a 1 mg de GLX sugiere que, en estos tratamientos, el higado puede 

hallarse alterado funcionalmente y por lo tanto requiere 

incrementar su peso para normalizarse. 



E) ANTICUERPOS IgG 

La cinética de detección de anticuerpos IgG circulantes en el 

presente estudio siguió un patrón 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 

intervalo de incremento y el intervalo de estabilidad de esta 

positividad¡ en gran parte, las diferencias se explican por el 

método y los antígenos empleados. 

En el presente estudio en los tres ensayos evaluados 

prácticamente no se detectaron diferencias (P>0.05) en la detección 

de anticuerpos circulantes IgG entr~ los grupos control de 

infección y los grupos tratados; la única exce9~16n fue la 

diferencia (P<O.05) observada entre el tratamiento de 0.07 mg de 

GLX y el grupo control de infección al emplear un extracto somático 

en el ELISA, así como la diferencia obvia entre el grupo control de 

infección y el grupo control no infectado (P<0.005) del segundo 

ensayo en ambos antigenos empleados. Las principales modificaciones 

en la cinética de detección de anticuerpos en el presente estudio 

• giraron en torno al inicio de la seropositividad. De esta manera, 

en el ensayo exploratorio se observó la anticipación de la 

detección de anticuerpos circulantes IgG al administrar al conejo 

ACF I con respecto al grupo control de infección y a los grupos 

tratados con GLX¡ sin embargo, esta diferencia no se presentó en el 

primer ensayo; la respuesta temprana de IgG al administrar ACF 



comprueba la estimulación de los adyuvantes a la respuesta l~mune. 

En el segundo ensayo, al modificar la ca~tidad de GLX, se observó 

un cambio en el tiempo de detección de seropositividad, a mayor 

cantidad de GLX, se detecta más temprano la respuesta y a menor 

cantidad, la repuesta es más tardía en un lapso de dos a siete 

semanas, dependie1do de la fuente de antígeno empleada en el ELISA. 

Llama la atención que el único tratamj ento diferente al grupo 

control de infección en la fluctuación de IgG haya sido el 

tratamiento con menor cantidad de GLX (0.07 mg). 

F) GLICOCALIX COMO INMUHOGEHO 

En el presente estudio, no se observaron diferencias 

i.mportantes en el curso de la infección de ] él fasciolasis en 

conejos, cuando se administraron de 2 mg a 0.07 mg por via 

intraperitoneal, con respecto a los controles de infección. Sin 

embargo, es interesante observar las variaciones en las respuestas 

obtenidas con respecto al grupo control de infección: en general el 

número 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 parásitos 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 106 

grupos tratados con 1 y 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 grupo control de 

infección. El peso del hígado solo mostró ligeras variaciones. La 
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detección de anticuerpos mostró un patrón similar en el estudio, el 

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

La inmunosupresión ocasionada por la administración del 

glicocálix ha sido registrada recientemente. Martinez (48) notificó 

la inmunosupresión total del ratón al administrar una dosis de 150 

}1g por via intraperitoneal 48 horas antes de la inoculación de 

eritrocitos de borrego; en forma similar, observó una menor 

respuesta a la inoculación de eritrocitos al obtener menores 

titulos de anticuerpos en la dosis de 50 }1g con respecto al grupo 

control. En otros modelos parasitarios, se ha observado que ciertos 

antígenos del metacestodo de Taenia crassiceQ§. pueden producir, en 

el cerdo, desde la facilitación en la instalación y crecimiento 

parasitario, hasta la protección contra el cisticerco de Taenia 

solium dependiendo al menos de la dosis de la vacuna empleada y 

probablemente de un grupo de factores más extenso aún no 

identificado (64). Estas observaciones concuerdan con los hallazgos 

obtenidos en el presente estudio y los de Marti.nez (48) en el 

sentido de que dosis altas de GLX pueden ocasionar una 

inmunosupresión y dosis bajas del mismo material podrlan indu~lr 

una respuesta protectora. 



En general no se observó una protección satisfactoria al 

administrar cantidades de glicocálix (GLX) comprendidas entre 0.13 

mg y 2 mg; de esta manera, no hubo un efecto del GLX en el nümero 

y longitud de fasciolas recuperadas después de infecciones de 15 a 

20 semanas y tampoco se observó efecto del GLX en la ganancia de 

peso del conejo. Se apreció una correlación 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 

infección. No hubo efecto del GLX en el peso del higado del conejo, 

asimismo se observó uné' correlación positiva entre el nümero de 

fasciolas y el peso del higado en todos los tratamientos con 1 mg 

de GLX. flnalmente, se observó efecto del GLX él 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 lntraperitoneal, en el conejo, da por resultado una 

inn~no6upre6ión parcial y, la valoración del GLX a dosis menores de 

0.01 mg, podria reportar beneficios contra la infección del 

trelllatt.'do; por lo cual, serIa apropiado llevar a cabo estudios en 

donde se analice con mayor precisión la estructura qulmica de este 

material, asl como los efectos biológicos de sus fracciones en 

animales de laboratorio. 
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