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ORDONEZ (D.), 2009.- FASCIOLOSIS CRONICA AVANZADA: ANALISIS DEL
DESARROLLO DEL PARASITO ADULTO Y DE LA OVIPOSICION EN EL MODELO
EXPERIMENTAL WISTAR. TESIS DOCTORAL (DIRS: M.A. VALERO Y S. MAS-COMA),
FACULTAT DE FARMACIA, UNIVERSITAT DE VALENCIA, 253 pp.

RESUMEN

La patogénesis de la fasciolosis depende de la carga parasitaria y del tamafio de los
trematodos adultos. En zonas de hiperendemia, las intensidades individuales de parasitacion
humana pueden alcanzar niveles muy altos, estando la mayoria de los individuos parasitados en
la fase de cronicidad avanzada. En este estudio se ha utilizado el modelo experimental de
fasciolosis en rata Wistar por ser un modelo animal 1til que mimetiza la fasciolosis cronica
avanzada en humanos. Se ha infectado un total de 169 ratas con 20 metacercarias/rata via oral,
llevandose a cabo los siguientes analisis: A) Estudio la influencia de la intensidad individual de
infeccion por rata (entendiendo la intensidad de infeccion como el nimero de trematodos por
hospedador en el canal biliar principal) sobre: a) el desarrollo del adulto; b) el tiempo
comprendido entre la ingestion de metacercarias y la presencia de huevos en heces (el periodo
prepatente, pp) y ¢) el nimero de huevos por gramo de heces y por adulto (hgh/adulto). B)
Estudio la influencia de la presencia de litiasis sobre el desarrollo del adulto. C) Estudio la
influencia del género del hospedador definitivo experimental sobre la produccion de huevos
(hgh). Se ha calculado las trayectorias ontogenéticas de las siguientes medidas biométricas: area
corporal (AC), perimetro corporal (P), anchura corporal (AnC) y longitud corporal (LoC). En
los grupos analizados las trayectorias ontogenéticas de las medidas siguen un modelo logistico
[y =yw/ {1 + zp exp (-kt)}, donde y,, es el valor maximo al cual tiende la variable biométrica y;
zp y k = parametros de las trayectorias; t= tiempo/. Los resultados obtenidos muestran que
cuando el numero de adultos aumenta, el valor de y,, de estas medidas (AC, P, LoC y AnC)
disminuye. El “crowding effect” se manifiesta cuando las medidas corporales del Trematodo
adulto se aproximan a los valores maximos alcanzados en la fase de cronicidad avanzada. En las
ultimas fases de desarrollo, las tasas de crecimiento de las medidas corporales son mas altas
cuando menor es la carga parasitaria. El pp y los hgh/adulto se muestran dependientes del nivel
de infeccidon, disminuyendo cuando la carga parasitaria aumenta. Esto significa que el numero
de huevos por gramo de heces tiende a desestimar la carga parasitaria. En todas las medidas
biométricas analizadas, los valores del tiempo en el punto de inflexion en el modelo logistico
son similares a los datos empiricos sobre el pp, es decir, el momento donde empieza la emision
de huevos. Los resultados muestran que los adultos de F. hepatica alcanzan un menor desarrollo
corporal cuando existe la presencia de litiasis concomitante en los conductos hepaticos. El
estudio de la influencia del género del hospedador definitivo experimental revela que, en la
fasciolosis cronica avanzada, en hembras Wistar (con una intensidad individual de infeccion de
Trematodos adultos por rata similar a los machos) existe una mayor produccion de hgh que en
machos. Los resultados obtenidos muestran que la intensidad de infeccion, la litiasis y el género
del hospedador definitivo son factores a tener en consideracion cuando estudiamos el desarrollo
de los adultos de F. hepatica en el modelo Wistar en la fase cronica avanzada. La consideracion
de estos factores es de interés tanto en estudios epidemioldgicos, como en estudios
experimentales in vivo sobre la accion de farmacos antihelminticos y vacunas, patologia,
inmunologia y resistencia.

PALABRAS CLAVE: F. hepatica, desarrollo adulto, modelos de crecimiento, tasas de crecimiento,

heterocronia, periodo prepatente, hgh, hgh/adulto, “crowding effect”, litiasis, género, rata Wistar.
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1.- INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad causada por dos especies parasitas de
trematodos hepaticos, Fasciola hepatica y Fasciola gigantica (Trematoda:
Fasciolidae), siendo la primera la que se encuentra distribuida de forma
mas cosmopolita (MAS-COMA, 2005, 2008; MAS-COMA et al., 2003,
2005, 2009 a, b). Ambas especies de fasciolidos utilizan como
hospedadores intermediarios caracoles de agua dulce de la familia
Lymnaeidae (BARGUES et al., 2001).

De forma tradicional, la fasciolosis ha sido considerada como una
importante parasitosis veterinaria. De hecho en la actualidad, su presencia
en las granjas sigue provocando altas pérdidas econdmicas en la industria
ganadera a causa de su patogenicidad (TORGERSON & CLAXTON,
1999). Las pérdidas directas por muertes o decomisos son cuantiosas para
la industria céarnica, aunque la mayor frecuencia de la forma subclinica
hace que las pérdidas indirectas sean superiores. No obstante, son mas
dificiles de cuantificar y se refieren a la reduccion de los indices de
crecimiento y conversion, a la disminucion de la produccion lactea y
carnica, a los efectos adversos en la cantidad y calidad de la lana, a
interferencias en la fertilidad y fecundidad, a la mayor receptividad frente a
otras infecciones, asi como costosos gastos terapéuticos (ROJO-

VAZQUEZ & FERRE-PEREZ, 1999).
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Desde la década de 1990, la fasciolosis humana tiene una mayor
relevancia, debido no sélo por el aumento en el diagndstico del nlimero de
casos humanos y la alta tasa de morbilidad que causa entre la poblacion
afectada, sino también por el elevado niumero de personas en riesgo de
infeccion (CHEN & MOTT, 1990). Este hecho refleja un serio problema de
salud publica con una importante repercusion en la economia de las
sociedades, traducido como ausencias escolares y laborales por parte de la
poblacion parasitada. Esto respalda que la fasciolosis no siga siendo
considerada una mera zoonosis secundaria.

Se estima que la poblacién humana afectada por la fasciolosis podria
situarse entre los 2,4 (RIM et al, 1994) y 17 millones de personas
(HOPKINS, 1992) y un total de 180 millones en riesgo de contraer la
enfermedad (WHO, 1995). Ademas, si tenemos en cuenta la falta de
conocimiento sobre la enfermedad en humanos en muchos paises de Africa
y Asia, el nimero de personas afectadas podria ser mucho mayor (MAS-
COMA, 2004 a).

La parasitaciéon humana por fasciolosis ha sido descrita en 51 paises
diferentes de los 5 continentes (ESTEBAN et al., 1998). Los anélisis de
distribucion de la enfermedad han mostrado que la fasciolosis es la
enfermedad parasitaria transmitida por un vector, que presenta una
distribucion geografica con la mayor amplitud latitudinal, longitudinal y

altitudinal conocidas (MAS-COMA et al., 2003; MAS-COMA, 2004 b).

18



En la fasciolosis humana, se han descrito situaciones de hipoendemia,
mesoendemia ¢ hiperendemia (BARGUES, ez al., 1996; ESTEBAN et al.,
1998; MAS-COMA, et al., 1999 a, b, 2007, 2008).

Dentro de los animales susceptibles de ser hospedadores reservorios
de las especies de Fasciola se diferencia: 1) animales domésticos
principales reservorios: ganado vacuno y ovino, cerdos, bufalos y monos;
ii) animales domésticos reservorios secundarios: caballos, cabras,
dromedarios, camellos y llamas; iii) animales silvestres: liebres, conejos y

roedores entre otros (WHO, 1995; MAS-COMA et al., 1997, 1999 a).

1.1.- INTERES DEL ESTUDIO

Si bien varias especies de mamiferos pueden servir como
hospedadores para F. hepatica, hay una considerable variacion en la
susceptibilidad y la patologia del hospedador potencial. BORAY (1969)
dividio6 a los hospedadores mas comunes para F. hepatica en 3 grupos en
términos de resistencia (baja, media y alta). El cerdo pertenece al grupo de
alta resistencia. Los adultos de F. hepatica en hospedadores bovinos o
humanos inducen una considerable reaccion tisular con calcificacion de los
conductos biliares (especies de resistencia media). En otras especies
hospedadoras como la oveja, ratones o conejos la fasciolosis cronica en el

conducto biliar no implica ninguna calcificacion (grupo de resistencia
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baja). En este contexto, Rattus norvegicus ha sido clasificado como un
hospedador de resistencia media para F. hepatica. En este sentido, la rata es
un modelo adecuado en fasciolosis humana por su nivel de resistencia, el
cual es similar al de los humanos. Ademas, tanto en la fasciolosis humana
como en ratas, el parasito con frecuencia suele localizarse en el canal biliar
comun, que se dilata (VALERO et al., 1998; GULSEN et al., 2006). En la
fasciolosis humana, el canal biliar comun mide entre 7-30 mm (CHEN &
MOTT, 1990; KABAALIO et al., 2000), y en la fasciolosis en ratas, dicho
canal biliar oscila entre los 4-17 mm. Esta coincidencia en el tamafio del
microhabitat nos permite considerar que el modelo rata es adecuado para
estudiar el desarrollo del Trematodo adulto y extrapolar los resultados a
infecciones humanas.

De entre las diferentes areas hiperendémicas de fasciolosis humana,
cabria destacar las areas del Altiplano sudamericano, localizadas a una gran
altitud, como las que presentan las mayores prevalencias e intensidades de
infeccion conocidas hasta el momento. En Bolivia, se han citado
prevalencias que varian desde el 72% al 100% de la poblacion en las
localidades estudiadas segin sean analizadas mediante métodos
coproldgicos o seroldgicos respectivamente (HILLYER et al., 1992;
BJORLAND et al., 1995; MAS-COMA et al., 1995, 1999 c; ESTEBAN et
al., 1997 a, b, 1999; STRAUSS et al., 1997, O’NEILL et al., 1998).

Ademas, los estudios morfoldgicos confirman que sélo existen leves o
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insignificantes diferencias entre los adultos de F. hepatica provenientes de
las zonas endémicas altiplanicas y los de Espafia (VALERO et al., 1999).
Por otro lado, las prevalencias e intensidades de infeccion
encontradas en Pert son sélo un poco menores. Concretamente, en Perd se
encontraron prevalencias ligeramente superiores al 30% de la poblacion
estudiada (ESTEBAN et al., 2002; MARCOS-RAYMUNDO et al., 2004)
clasificindose como zona hiperendémica para la fasciolosis humana.
Estudios posteriores revelan una mayor prevalencia total de la fasciolosis
en Peru, ya que, aunque mediante examenes coproldgicos se detecta un
33,3%, por métodos seroldgicos se alcanza el 51,9% (MARCOS et al.,
2005 a). En la misma zona del Altiplano Peruano estudiada en 2002 se
hall6 una serologia positiva del 71,4% (con Fas2-ELISA) (MARCOS et al.,
2005 b). La seroprevalencia de la infeccion por F. hepatica, determinada
por Fas2-ELISA, en otras 3 localidades andinas (Junin, Asillo y
Cajamarca) oscila entre el 27,8 y el 44,6% (ESPINOZA et al., 2007). Para
resumir la situacion epidemioldgica, MARCOS et al. (2007) recopilaron el
numero de casos humanos de infeccién por F. hepatica en el Pera en 4
décadas (desde 1963 hasta 2005), llegando a la conclusion de que la
fasciolosis humana es una enfermedad emergente en el Peru y de
importancia en Salud Publica.
En humanos, la patogénesis de la fasciolosis depende del niimero de

adultos trematodos presentes en el huésped y parece ser similar en animales
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(CHEN & MOTT, 1990; MAS-COMA & BARGUES, 1997). En el
fenomeno conocido como “crowding effect” se observa que el tamafio de
los adultos parasitos presentes en un mismo hospedador es menor a medida
que se encuentran en mayor numero (READ, 1951). Los efectos del
“crowding” suelen manifestarse sobre la biologia de la poblacion parasita
afectando, fundamentalmente, al tamafio de los adultos parasitos. Ademas
este hecho puede influir en el periodo prepatente del parasito asi como en la
produccion de huevos (SHOSTAK & SCOTT, 1993).

El “crowding effect” ya ha sido descrito en numerosas enfermedades
parasitarias como schistosomiasis, echinococcosis, coccidiosis e
hymenolepiasis (COELHO et al., 1976; READ, 1951). En los adultos de F.
hepatica, el fenomeno de “crowding effect” ya ha sido reconocido en el
ganado vacuno y ovino sin embargo aun no ha sido demostrado en ratas de
laboratorio, a pesar de que son utilizadas habitualmente para estudios
quimioterapéuticos e inmunoldgicos sobre F. hepatica.

Las diversas fases clinicas que podemos distinguir en fasciolosis son
las siguientes: fase de incubacion que incluye una duracion de unos pocos
dias, algo menos de tres meses o incluso 6 meses (desde la ingestion de las
metacercarias hasta la aparicion de los primeros sintomas) (CHEN &
MOTT, 1990; BOUREE & THIEBAULT, 1993; ESPINO et al., 1998);
fase aguda o invasiva que incluye de 2 a 4 meses (migracion del trematodo

hacia los conductos biliares) (MAS-COMA & BARGUES, 1997); fase
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latente que incluye una duracién de meses a afios (maduracion de los
parasitos y comienzo de la oviposicion) (CHEN & MOTT, 1990;
HARDMAN et al., 1970; APT et al., 1995; ARJONA et al., 1995; GIL-
BENITO et al., 1991); y fase crénica u obstructiva, que puede desarrollarse
después de meses a afios de infeccion (MAS-COMA & BARGUES, 1997;
CHEN & MOTT, 1990; MAS-COMA et al., 1999 b; MAS-COMA et al.,
2000).

En el caso de las areas hiperendémicas de fasciolosis humana, la
mayoria de los individuos afectados se encuentran en la fase cronica
avanzada de la enfermedad (MAS-COMA et al., 2001, 2005, 2008). La
fase cronica de la enfermedad puede desarrollarse después de meses o afios
posteriores a la infeccion. Los trematodos adultos presentes en los
conductos biliares causan inflamacion e hiperplasia de los epitelios. El
resultado de esa hiperplasia es el engrosamiento y dilatacion de los
conductos y de las paredes de la vesicula biliar (CHEN & MOTT, 1990;
MAS-COMA et al., 2000). La colangitis y colecistitis, combinadas con el
tamafio de los trematodos, son suficientes para provocar la obstruccion
mecanica del conducto biliar.

Ha sido demostrada la capacidad litogénica de F. hepatica en el
modelo murino Wistar (VALERO et al., 2000, 2003). Sin embargo ademas
del fendmeno de “crowding effect”, no se ha estudiado si la formacion de

piedras, en el canal biliar comun, supone una restriccion en el tamafio de
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los parésitos presentes. Por ello es necesario investigar la posible influencia
de Ia litiasis sobre el desarrollo de los adultos de F. hepatica.

En el caso de la fasciolosis humana, las intensidades de infeccion son
evaluadas de forma indirecta a través de las emisiones de huevos por gramo
de heces (hgh) ya que en muy raras ocasiones se procede a la intervencion
quirargica de los individuos. De forma paralela a las prevalencias
encontradas en las principales areas hiperendémicas humanas, es alli donde
se han encontrado los contajes de hgh mas elevados. Dichas cifras
ascienden a casi 2500 hgh en el caso de Perd y mas de 5000 hgh en el
Altiplano boliviano (ESTEBAN et al., 1999, 2002). Cabe sefialar que la
OMS considera pacientes masivamente infectados aquellos que presentan
picos de emision a partir de 400 hgh (WHO, 2007). Por otro lado, la
distribucion de la fasciolosis por género de los hospedadores definitivos no
es simétrica. En el caso de parasitaciones por F. hepatica en humanos en
las principales zonas hiperendémicas, las intensidades mas altas registradas
se han encontrado en mujeres, atribuyendo este fenomeno a los habitos de
comportamiento. Estos hallazgos descritos previamente por otros autores
(ESTEBAN et al. 1999, 2002, 2003; CURTALE et al. 2003 a, 2007)
merece especial atencion y debe ser tomado en cuenta en futuros estudios

epidemioldgicos poblacionales (MARCOS et al., 2007).
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1.2.- OBJETIVOS

En este trabajo se ha estudiado la fasciolosis en el modelo

experimental murino Wistar y presenta los siguientes objetivos:

a) Analizar el fendmeno del “crowding effect” a través de las posibles
manifestaciones en: 1) el tamafio de los adultos parasitos de F.
hepatica; 2) el periodo prepatente, es decir, el tiempo que tarda en
alcanzar el parasito la madurez y por tanto comienza la emision de
huevos y 3) la cantidad de huevos emitidos por parasito.

b) Analizar el efecto de la presencia de litiasis, sobre el desarrollo del
adulto de F. hepatica.

c) Analizar si el género del hospedador definitivo influye en la

oviposicion de F. hepatica.
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Capitulo Segundo

ANTECEDENTES
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2.- ANTECEDENTES

2.1.- Fasciola hepatica Linnaeus, 1758

2.1.1.- CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun los trabajos de YAMAGUTI et al., (1958), PANTELOURIS
(1965), TAYLOR (1965), SCHELL (1970), BORCHET (1981), BORAY
(1982), BOCH & SUPPERER (1982), EUZEBY (1984) y URQUHART et
al., (1987), la clasificacion taxondmica de las especies del género Fasciola

es la siguiente:

Phylum Platyhelminthes
Clase Trematoda
Subclase Digenea
Orden Echinostomatida
Suborden Prosomata Odhner, 1905
Familia Fasciolidae Railliet, 1985
Género Fasciola Linnaeus, 1758
Especie F. hepatica Linnaeus, 1758

Especie F. gigantica Cobbold, 1855
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2.1.2.- CARACTERIZACION MORFOLOGICA

F. hepatica fue el primer Trematodo descrito en la historia de la
Parasitologia, y su ciclo vital fue dilucidado a finales del siglo XIX
(LEUCKART, 1882; THOMAS, 1883). De hecho el de F. hepatica fue el
primer modelo general de ciclo de vida diheteroxeno descrito entre los
trematodos (ANDREWS, 1999).

La fase adulta de F. hepatica viene caracterizada fundamentalmente
por presentar un cuerpo folidceo, aplanado dorso-ventralmente, con una
longitud que se encuentra comprendida entre 20 y 30 mm y una anchura
variable entre 6 y 13 mm (MAS-COMA & BARGUES, 1997). En el
extremo anterior presenta una proyeccion conica bien definida denominada
cono cefalico de unos 3 6 4 mm de longitud, el cudl se ensancha en su parte
inferior para formar una especie de hombros a partir de los cuales el cuerpo
se estrecha progresivamente hasta el extremo posterior redondeado. Las
ventosas son relativamente pequefias, llegando a ser la ventral un poco mas
grande que la oral.

En la porcion apical del cono cefilico se localiza la ventosa oral
musculosa, de alrededor de 1 mm de didmetro, la cual rodea la apertura oral
del verme al exterior. Es en este punto, en la ventosa oral, donde comienza
el tubo digestivo del digénido, el cual contintia con una prominente faringe

musculosa seguida de un corto eséfago. Este, da lugar mediante una serie
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de bifurcaciones consecutivas a los ciegos intestinales, es decir, el eséfago
se bifurca en dos ramas principales de ciegos intestinales que a su vez se
ramifican en un complejo sistema de ramas laterales secundarias y
terciarias (BORCHET, 1981; BORAY, 1982).

En la zona ventral del parasito, cercana a la ventosa oral, se
encuentra la ventosa ventral o acetabulo, que mide alrededor de 1,6 mm de
diametro (PANTELOURIS, 1965; BORAY, 1981; BORCHET, 1981;
BOCH & SUPPERER, 1982; SCHELL, 1985; BEAVER et al., 1986).

El tegumento se encuentra recubierto de espinas que se disponen
dirigidas hacia atras, las cuales alcanzan, en general, hasta la mitad de la
cara dorsal y hasta el ultimo tercio de la region ventral. La funcion
principal del tegumento es ayudar a los fascidlidos a mantener la
homeostasia, es decir, el mantenimiento de la constancia del medio interno,
esencial para la supervivencia del parasito dentro del hospedador
definitivo. Ademas presenta otras funciones importantes como participar en
la absorcion e intercambio de nutrientes, en la eliminacion de los desechos,
en la regulacion idnica y en la proteccion frente a la respuesta
inmunologica del hospedador.

El sistema excretor se comunica con el exterior en el extremo
posterior del cuerpo y consta de una vesicula sacciforme de la cual parten
tubos ramificados que entran en el parénquima hasta contactar con las

células flamigeras. Dichas células se encuentran dotadas de largos cilios,
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que al moverse producen una corriente o flujo que impulsa las sustancias
de desecho hacia la vesicula excretora y, por tanto, al exterior.

El sistema nervioso consta de un anillo periesofiagico de fibras y
ganglios pares del cual parten tres pares de nervios dirigidos hacia atras que
recorren todo el cuerpo del trematodo.

El adulto de F. hepatica es hermafrodita y por ello posee tanto
organos sexuales masculinos, testiculos y cirro, como o6rganos sexuales
femeninos, ovario. Si bien la autofecundaciéon es obviamente posible,
parece ser que la fertilizacion cruzada es el modo més comun de
reproduccion sexual. Los dos testiculos se disponen en tandem, en la zona
media posterior del cuerpo y se encuentran muy ramificados (BORCHET,
1981; BORAY, 1982; BEAVER et al., 1986). De estos testiculos emergen
dos conductos deferentes que se unen formando la vesicula seminal. En la
bolsa del cirro, situada en la ventosa ventral, se encuentran la vesicula
seminal posterior, una region prostatica media y un cirro anterior
musculoso. Dicha bolsa se abre al exterior a través de un delicado conducto
precirral en el atrio genital, situado frente a la ventosa ventral, en posicion
preacetabular (BEAVER et al., 1986).

Las glandulas vitelogenas también presentan una gran ramificacion y
contienen los foliculos vitelinos que llenan la mayor parte de las porciones
laterales del cuerpo y convergen justo debajo de los testiculos. El ovario

adopta una forma dendritica y se halla situado en el lado derecho, frente al
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testiculo anterior. Existe un corto canal de Laurer, pero no existe
receptaculo seminal. El ootipo, que no es funcional, se encuentra en la linea
media, detras del ovario y esta rodeado por una masa esférica de glandulas
de Mehlis. El utero es relativamente corto y describe una trayectoria
tortuosa entre el ootipo y el poro genital, en el que se abre el conducto
precirral (BEAVER et al., 1986). Los diversos componentes del huevo
fértil se reunen en el segmento proximal del utero. La cubierta de los
huevos del parasito, procede fundamentalmente de los granulos contenidos
en las denominadas células vitelinas; dichas células albergan dos
componentes necesarios para la esclerotizacion de la cubierta: los
polifenoles y las proteinas que dan lugar a la esclerotina (IRWIN &
THREADGOLD, 1972; RAMALINGAM, 1973; WHARTON, 1983). El
papel de las glandulas de Mehlis en la formacion de la cubierta del huevo
es secundario, siendo su principal funcion la de secretar un liquido que
aumenta la actividad de los espermatozoides (SMYTH & HALTON, 1983).

Los huevos de F. hepatica son operculados, ovoides, amarillos y no
embrionados en el momento de la puesta. Suelen medir entre 130 y 150 pm
de largo por 63/90 um de ancho, estando relacionadas sus dimensiones con
la especie del hospedador definitivo que aloje al parasito (VALERO et al.,

2001 b, 2009 a, b).
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2.1.3.- CICLO BIOLOGICO

F. hepatica sigue un ciclo bioldgico diheteroxeno, es decir, alterna
entre un hospedador intermediario (respecto al cual presenta una alta
especificidad de tipo estenoxeno) y un hospedador definitivo (respecto al
cual no es tan especifico) (véase Fig. 1). El hospedador intermediario es un
Invertebrado (Molusco Gasteropodo) y el hospedador definitivo es un
Mamifero (BORAY, 1981, 1982; CHEN & MOTT, 1990).

Como hospedadores definitivos podemos encontrar a muchas y
diferentes especies, pero es mas frecuente esta parasitacion en el ganado
ovino, vacuno y caprino. En relacion a la salud publica, la fasciolosis
humana era considerada como una zoonosis secundaria, con poco mas de
2000 casos encontrados en el periodo de 1970 a 1990 (CHEN & MOTT,
1990). Este hecho provocd que esta distomatosis se incluyera en el grupo
de enfermedades olvidadas o huérfanas. Sin embargo la situaciéon cambid
cuando la OMS comenzo a sospechar que podria ser mas frecuente de lo
que se creia, relanzando nuevas actividades de investigacion para conocer
hacia donde avanzaba la enfermedad (MAS-COMA et al., 2009 b).

Los huevos son emitidos sin embrionar por el parasito adulto dentro
del hospedador definitivo y son excretados por las heces del mismo al
medio externo. El parasito sigue un ciclo acuatico, debido a la necesidad

del agua para la maduracion de los huevos. Si las condiciones climaticas
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son favorables, en particular la temperatura y la humedad (ROBERTS,
1950; TAYLOR, 1965; PANTELOURIS, 1965; BORAY, 1982; ROJO-
VAZQUEZ, 1991), los huevos embrionan y transcurridos unos dias
eclosionan dando lugar a un embrién ciliado 6 miracidio. En el caso de que
las condiciones no sean favorables, los huevos pueden permanecer viables
en las heces durante varios meses a condicion de que éstas permanezcan
himedas. Parece ser que el principal estimulo que desencadena el
mecanismo de eclosion del huevo es la luz (ROBERTS, 1950; ROWAN,
1956; AL-HABBIB, 1974). La estimulacion del miracidio por la luz hace
que se altere la permeabilidad de la membrana (WILSON, 1968), lo que
provoca un aumento de la presion osmédtica interna que impulsa la apertura
del opérculo y, por tanto, la consiguiente salida del miracidio al exterior.
Otros autores como BARLOW (1925) y ROWAN (1957) aventuran por la
existencia de una enzima proteolitica que participa en el proceso de
eclosion.

Una vez el huevo ha eclosionado y el miracidio se encuentra en el
exterior, éste nada de forma activa gracias a sus cilios y es guiado por
fototropismo positivo hacia los habitats anfibios donde viven los caracoles
Lymnaeidae que actuan como hospedador intermediario. En Europa y en el
Norte de Africa la especie principalmente involucrada es G. fruncatula al
igual que en las zonas de endemia estudiadas (BARGUES & MAS-COMA,

2005; BARGUES et al., 2001, 2003, 2007).
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El miracidio entra en contacto con el caracol en un tiempo maximo
de ocho horas. Los miracidios que no han podido penetrar en un caracol
idéneo mueren a las 24 horas de haber salido al exterior (OLSEN, 1974). El
contacto y la unién del miracidio al caracol parece estar inducido por el
mucus del molusco, penetrando a través del epitelio del Gasterdpodo,
preferentemente a nivel de manto, pie y tentaculos (SMITH & HALTON,
1983). La metamorfosis al siguiente estadio larvario tiene lugar in situ y es
denominado esporocisto, siendo eliptico y sacular (DAWES, 1959). En el
interior del esporocisto ya maduro se forman las bolas germinales que
daran lugar a las redias, siguiente estadio larvario.

Dentro del molusco va a ocurrir una sucesion de varias generaciones
de redias. Los trabajos realizados al respecto indican la existencia de hasta
cuatro generaciones de redias, siendo las tres primeras bipotenciales:
redidgenas y cercariogena (con capacidad de produccion de redias y
cercarias respectivamente) y la cuarta generacidn unipotencial
cercariogena. Las cercarias son emitidas al agua por el caracol mediante un
fenomeno pasivo, no pareciendo existir ritmos de emisidn cercariana.

La cercaria es de tipo gymnocéfalo: cuerpo globoso, cola larga y
fina. Las cercarias maduras nadan en el agua por muy poco tiempo (una
hora aproximadamente) hasta ponerse en contacto con un substrato inerte
donde se fijan, pierden la cola y se enquistan (DIXON, 1964, 1965, 1968),

transformandose en metacercarias. Las metacercarias enquistadas son muy
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resistentes y presentan un amplio margen de supervivencia en ambientes
humedos, siendo destruidas por el calor excesivo o por la deshidratacion.
Algunas metacercarias no se fijan al sustrato y presentan un collar que
rodea al quiste y que les permite flotar en la superficie del agua, son las
denominadas “metacercarias flotantes” (VAREILLE-MOREL et al., 1993;
MAS-COMA et al., 2000).

El hospedador definitivo se infecta al ingerir las metacercarias. Una
proporcion de las metacercarias muere en el tracto gastrointestinal y un
nimero  relativamente  escaso de ellas logra  desarrollarse.
Aproximadamente una hora después de la ingestion, las metacercarias se
desenquistan dentro del intestino delgado. El verme resultante atraviesa la
pared intestinal y, a través de la cavidad abdominal, alcanza el higado a los
seis dias mas o menos. Alli, los juveniles migran durante 5 6 6 dias,
alimentandose del parénquima hepatico, hasta finalmente llegar a la luz de
los conductos biliares, donde alcanzan, por fin, su madurez sexual, y por
consiguiente, la capacidad de producir y emitir huevos (DAWES &
HUGHES, 1964, 1970; SMITH & HALTON, 1983). La alimentacion del
adulto depende de su localizacidn, ingiriendo células hepaticas y sangre de
forma preferente. Ocasionalmente, se encuentran focos ectopicos de
localizaciéon del Trematodo en pulmoén, muisculo, ojo, cerebro o incluso, en

hembras prefiadas de bovinos, han llegado a alcanzar el feto.
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El periodo prepatente dura alrededor de 2 meses en ganado ovino y
vacuno (CHEN & MOTT, 1990), el ciclo entero presenta una duracion
aproximada de entre 14 y 23 semanas (LAPAGE, 1968; BORAY, 1969).
En los seres humanos es necesario un periodo de 3 a 4 meses para que los
adultos del trematodo maduren sexualmente (FACEY & MARSDEN,
1960). Debido a que muchos de los juveniles mueren antes de llegar a los
conductos biliares quedando atrapados en el parénquima hepatico, el
humano no es considerado como un buen hospedador definitivo
(ACOSTA-FERREIRA et al., 1979). Sin embargo, se ha demostrado que
en zonas de hiperendemia el parasito se ha adaptado mejor al ser humano

como hospedador definitivo (MAS-COMA ef al., 1999 a).
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2.2.- IMPORTANCIA ECONOMICA Y PROBLEMA DE SALUD

PUBLICA DE LA FASCIOLOSIS

Para RIM et al. (1994) existe un importante impacto econdmico
asociado a las infecciones causadas por trematodos a través del consumo de
alimentos, entre las que nos encontramos las producidas por las especies de
Fasciola. Los costes podrian ser estimados en términos de absentismo,
hospitalizacidn, tratamientos, incapacidad y pérdidas econdmicas agricolas.
El coste directo para los sistemas de salud de los paises en desarrollo es
enorme. El coste de los tratamientos (que a menudo se repiten a causa de
las reinfecciones por trematodos) son una carga para los paises endémicos.
Por otro lado, las Distomatosis hepaticas se asocian a coinfecciones
bacterianas cronicas, ademas de la presencia de anemia, colangitis, litiasis y
focos ectopicos (VALERO et al., 2006, 2008).

Las pérdidas asociadas con la fasciolosis aguda, especialmente entre
animales, incluyen una reduccién en la produccion de leche y en la calidad
de la misma, disminucién en la produccioén de lana y una menor ganancia
de peso en la produccion de carne entre los principales efectos perniciosos.

En Africa, KITHUKA er al. (2002) estudiaron la importancia
economica de las pérdidas causadas por la fasciolosis bovina en Kenia. Se
calculé la prevalencia de la fasciolosis como el niimero de ganado

infectado por Fasciola y se expresdé como un porcentaje del nimero total
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de ejemplares sacrificados. Usando el peso medio y el precio de mercado
del higado bovino, las pérdidas econdémicas ocurridas en una década
ascendian a 2,6 millones de US $. Mas adelante, MUNGUBE et al. (2006)
calcularon que la significancia econémica debido a la fasciolosis en Kenia
ascendia a unas pérdidas de 54, 5 millones de US §.

En Europa, SCHWEIZER et al. (2005) estimaron las pérdidas debidas
a la fasciolosis bovina en Suiza donde la prevalencia de infeccidon por F.
hepatica en el ganado se encontraba por encima del 16%. Lo que hacen
estos autores es un estudio en profundidad de la literatura existente respecto
a este tema estimando que la media de las pérdidas econdémicas se sitia en
52 millones de francos suizos (CHF), lo que representa una pérdida media
de 299 CHF por animal infectado. Las principales pérdidas ocurren por una
reduccion en la fertilidad y en la produccion de leche; otras pérdidas
menores son a causa de la disminucion en la produccion de carne y en el
decomiso de higados.

Se calcula que el nimero de personas con fasciolosis asciende a 2,4
millones (RIM et al., 1994). Sin embargo como la infeccion puede ser
asintomatica y tanto los signos como los sintomas no son patognomonicos,
el namero actual de casos humanos es indudablemente mucho mayor. De
hecho, en estudios, posteriores se estima que la cifra es bastante mas
elevada, encontrandose 91,1 millones de personas en riesgo de infeccion

por Fasciola spp. (KEISER & UTZINGER, 2005).

41



2.3.- AREAS ENDEMICAS HUMANAS

HOTEZ et al. (2008) recuerda que aun hoy las enfermedades
tropicales olvidadas (NTDs) siguen siendo las infecciones mas comunes de
las personas pobres que habitan en América Latina y la region del Caribe
(LAC). La fasciolosis humana sigue siendo una importante zoonosis
asociada a la ganaderia en el Altiplano andino (MARCOS et al., 2006;
PARKINSON et al., 2007; MAS-COMA et al., 2009 b), al igual que en
diferentes partes del Caribe, incluyendo Cuba, Republica Dominicana y
Haiti (KEISER & UTZINGER, 2007; BLAISE & RACCURT, 2007). A
continuacion se resumira la situacion epidemiologica de las principales
areas endémicas humanas ya descrita por MAS-COMA et al. (2007):

Los paises que presentan los principales problemas de salud
relacionados con la fasciolosis, incluyendo areas endémicas humanas son
los paises andinos (Bolivia, Peru, Chile y Ecuador), las areas caribefias
(Cuba), el norte de Africa (Egipto), oeste de Europa (Portugal, Francia y
Espaiia) y el area del Caspio (Irdn y paises vecinos) (MAS-COMA, 2004
a). Un hecho curioso a resaltar es que las altas prevalencias encontradas en
humanos no necesariamente estan relacionadas con las altas prevalencias
en ganaderia.

En Sudamérica son bien conocidas las principales areas

hiperendémicas humanas del Altiplano en Bolivia (ANGLES et al., 1997,
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HILLYER & APT, 1997, MAS-COMA et al., 1995, 1999 c) y del
Altiplano Peruano, valle de Cajamarca y valle Mantaro en Peru
(KNOBLOCH et al., 1985; ESTEBAN et al, 2002; MARCOS-
RAYMUNDO et al., 2004). Como ya hemos adelantado en la introduccion,
se trata de zonas en las que se han encontrado las mayores prevalencias
humanas. En Cuba, mas de 10000 personas estaban infectadas entre 1947-
1948 (MITTERPAK, 1968), en 1983 un brote de la enfermedad afect6 a
mas de 1000 sujetos (GONZALEZ et al., 1985, 1987; DIAZ et al., 1990),
detectandose otro brote en 1995 afectando a 81 sujetos (PEREZ et al.,
1997), si bien continuamente se siguen diagnosticando pacientes (MILLAN
et al., 2000).

Francia es considerada un importante area endémica humana
(ANONYMOUS, 1988). La primera gran epidemia humana de fasciolosis
ocurri6 en 1956 (COUDERT & TRIOZON, 1958) y entre 1950 y 1983,
fueron descritos 3297 casos (GAILLET et al., 1983). La mayoria de los
casos se informaron en las areas de Lyon, Bretafia, Paso Norte de Calais, y
en el sudoeste de Francia. Informes del sudoeste de Francia hacen
referencia a mas de 300 casos (GIAP, 1987; RIPERT et al., 1987). El
estudio de DANIS et al. (1985), que informaba de 5863 casos de humanos
registrados de 9 hospitales entre 1970 y 1982, demostraba que Ia
informacion publicada subestimaba bastante la situacion real. La isla de

Corcega mantiene una baja hipoendemia (GITARD et al., 1965; GIL-
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BENITO et al., 1991). También es importante la enfermedad en Portugal
(ROMBERT & GRACIO, 1984), descrita como zona endémica la parte
norte del pais. SAMPAIO-SILVA et al. (1996) recogieron 1011 casos
diagnosticados en Porto entre 1970 y 1992. En Espafia, la fasciolosis
humana parece estar subestimada y esta principalmente distribuida por el
norte (SORRIBES et al., 1990). Ademas, casos importados se afiaden a los
autdctonos (TURRIENTES et al., 2004).

En lo concerniente a Africa, han sido hallados numerosos casos
humanos en muchos distritos de Egipto (CURTALE et al., 2000, 2003 a, b;
HASEEB et al., 2002; ESTEBAN et al., 2003). Las estimaciones iniciales
de 830000 sujetos afectados en la region del delta del Nilo (WHO, 1995)
seguramente subestiman la situacion real si tenemos en cuenta las altas
prevalencias encontradas en las poblaciones, del 18% al 19% (ESTEBAN
et al., 2003).

En Oriente Medio, merece ser mencionada Iran. Los casos humanos
se concentran mayoritariamente en Gilan, en el Mar Caspio, donde han
acontecido varias epidemias importantes, incluyendo miles de casos
humanos, desde el final de los 80 y durante los 90 (MASSOUD, 1990,
1993; ASHRAFI et al., 2004). En Mazandran, recientemente la fasciolosis
ha demostrado ser un serio problema de salud publica (MOGHADDAM et

al. 2004). La reciente deteccion del 1,8% de prevalencia humana en un
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pueblo en el este de Turquia (YILMAZ & GODEKMERDAN, 2004)
sugiere que la zona endémica pueda extenderse alrededor del mar Caspio.
En Asia oriental, los casos en Japén y Corea son esporddicos, pero
los datos recientes de Vietnam son preocupantes (MAS-COMA, 2004 b).
Solamente algunos casos ocasionales de fasciolosis humana han sido
descritos en Vietnam hasta los 90, sin embargo mas de 500 casos humanos

han sido diagnosticados entre el afio 1997 y 2000 (DE et al., 2003).

2.4.- PATOLOGIA

En humanos, existe muy poca informacion disponible sobre casos de
mortalidad a causa de fasciolosis ya que esto ocurre con muy poca
frecuencia (CHEN & MOTT, 1990; MAS-COMA & BARGUES 1997). La
patogénesis de la fasciolosis depende esencialmente del ntmero de
trematodos que penetran la pared intestinal e invaden el higado. En
animales, la tasa de mortalidad es inversamente proporcional al nimero de
trematodos presentes en el higado. La penetracion de la pared intestinal,
concretamente las paredes del duodeno y yeyuno, por las metacercarias
puede causar hemorragia e inflamacion local, aunque estas lesiones pueden
no ser evidentes de forma clinica. Sin embargo los principales efectos
perniciosos son causados por la migracion del parasito a través del

parénquima hepético que puede durar de 4 a 6 semanas o incluso mas
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tiempo. Los parasitos digieren el tejido hepatico causando destruccion
masiva del parénquima, con graves lesiones hemorragicas y reacciones
inmunologicas e inflamatorias por parte del hospedador. Las sendas
migratorias pueden observarse mediante cortes histologicos. A veces los
parasitos que se encuentran en migracion pueden morir, dejando las
cavidades llenas de desechos necroticos, que cuando son reparadas son
sustituidas por tejido cicatrizado (SMITHERS, 1982). Los trematodos
pueden alcanzar los conductos biliares donde pueden permanecer hasta
varios afios. En el hombre, una vez que los parasitos han alcanzado los
conductos biliares los efectos patogenos disminuyen, aunque puede existir
fibrosis como consecuencia de la inflamacion, engrosamiento y dilatacion
de los canaliculos, asi como pérdida de sangre en la bilis (CHEN & MOTT,
1990). Tanto en las infecciones de los animales como en humanos, la
anemia es uno de los sintomas mas caracteristicos, especialmente en
infecciones graves (BORAY, 1969; DAWES & HUGUES, 1970). Las
pérdidas de sangre en bilis parece ser un importante factor que contribuye a
una anemia severa aunque no es el unico (VALERO et al., 2006, 2008).
Los trematodos inmaduros pueden desviarse durante la migracion,
invadiendo otros organos y causando lo que conocemos como fasciolosis
ectopica. En el ganado, es frecuente encontrarse a F. hepatica en los
pulmones (SOULSBY, 1965; SISSAY et al., 2007). En el ser humano, las

lesiones ectopicas mas frecuentes ocurren en el tracto gastrointestinal
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(ACOSTA-FERREIRA et al., 1979; PARK et al., 1984; MAKAY et al.,
2007). Otras localizaciones ectopicas han sido encontradas en: tejido
subcutaneo (OZKAN & GENC, 1979; VAJRASTHIRA &
SUNTHORNSIRI, 1979; AGUIRRE ERRASTI et al., 1981; PARK et al.,
1984; GARCIA-RODRIGUEZ et al., 1985; CHANG et al., 1991; PROCIV
et al., 1992; GARCIA et al., 2004; XUAN et al., 2005); corazoén, vasos
sanguineos, pulmones y cavidad pleural (MORETTI et al., 1971;
COURAUD et al., 1975; PARK et al., 1984; GARCIA-RODRIGUEZ et
al., 1985; ARIAS et al., 1986; EL-SHAZLY et al., 1991; CHO et al.,
1994); cerebro (RUGGIERI et al., 1967, AGUIRRE ERRASTI et al.,
1981; ARIAS et al., 1986; YING et al., 2007, ZHOU et al., 2008); orbita
ocular (GARCfA—RODRfGUEZ et al.,1985; ARIAS et al., 1986; CHO et
al., 1994; DALIMI & JABARVAND, 2005; ZHOU et al., 2008); pared
abdominal (SATO et al., 1975; TOTEV & GEORGIEV, 1979); apéndice
(PARK et al., 1984); pancreas (CHITCHANG et al., 1982; ZALI et al.,
2004), bazo (WEI 1984; CHEN & MOTT, 1990; ZALI et al., 2004);
noédulos inguinales (ARJONA et al., 1995); nédulos cervicales (PROCIV
et al., 1992); muasculo esquelético (PARK er al., 1984); y epididimo
(AGUIRRE ERRASTI et al., 1981). Estos trematodos ectopicos nunca
llegan a madurar. Los principales efectos patologicos en estos casos de

lesiones ectopicas son debidas a las migraciones causando dafios titulares

47



con inflamacion y fibrosis. Los parasitos pueden calcificarse o integrarse

en el tejido en forma de granuloma (FACEY & MARSDEN, 1960).

2.5.- CLINICA

Desde el punto de vista clinico, los periodos o fases que se pueden
distinguir son los siguientes (FACEY & MARSDEN, 1960; MANGOS &
MENZIES, 1973):

El periodo de incubacién varia considerablemente dependiendo del
numero de metacercarias ingeridas y de la respuesta inmune del
hospedador. En humanos, el periodo de incubacion todavia no esta
determinado con precision, describiéndose entre sélo unos pocos dias, 6
semanas, de 2 a 3 meses, o incluso 6 meses (CHEN & MOTT, 1990;
BOUREE & THIEBAULT, 1993; ESPINO et al., 1998).

En la fase aguda, la sintomatologia se debe principalmente a la
destruccion mecanica de tejido hepatico y peritoneo abdominal provocado
por la migracion larvaria causando reacciones tdxicas y alérgicas
localizadas o generalizadas (FACEY & MARSDEN, 1960), finalizando en
2-4 meses. Sin embargo, en areas endémicas de fasciolosis humana de
forma frecuente ocurren reinfecciones y las lesiones agudas se superponen
sobre la enfermedad cronica. De este modo, la fase aguda puede ser

prolongada y superponerse sobre las fases obstructiva o latente. Los
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principales sintomas y signos de esta fase son fiebre, dolor abdominal,
molestias gastrointestinales, urticaria y sintomas respiratorios. El primer
sintoma normalmente es la fiebre, usualmente baja o moderada aunque a
veces llega a 40° C, y en casos de infecciones graves hasta 42° C; puede
tratarse de fiebres remitentes, intermitentes o irregulares con altas
temperaturas por la tarde (CHEN & MOTT, 1990). Entre las molestias
gastrointestinales, nos encontramos de forma comun pérdida de apetito,
gases, nauseas y diarrea, mientras que son menos frecuentes vomitos y
estrefiimiento. La urticaria es un hecho distintivo en la fase temprana de la
invasion del trematodo y puede ser acompafiada de ataques de asma
bronquial (CHEN & MOTT, 1990; ARJONA et al., 1995). En la fase
aguda, nos podemos encontrar los siguientes signos en la exploracion
fisica: hepatomegalia y esplenomegalia, ascitis, anemia, problemas
respiratorios e ictericia (CHEN & MOTT, 1990). Las molestias
respiratorias probablemente se deben a la migracidon de las formas jovenes
del trematodo, que ocasiona irritacidon pleural con efusion, neumotdérax e
infiltrado parenquimatoso que recuerda el sindrome de Loeffler (ALIAGA
etal., 1984).

La fase latente puede durar meses o afios. La proporcion de personas
asintomaticas que se encuentran en esta fase es desconocida. A menudo se
descubren casos durante las encuestas familiares después de diagnosticar

un paciente (HARDMAN et al., 1970; APT et al., 1995; ARJONA et al.,
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1995). Una inexplicada y prominente eosinofilia puede ser sugerente de
infeccion helmintica (GIL-BENITO et al., 1991; GIL-BENITO, 1994).
Algunas de estas personas pueden tener problemas gastrointestinales o una
o mas recaidas de sintomas agudos durante esta fase (FACEY &
MARSDEN, 1960; MANGOS & MENZIES, 1973).

La fase obstructiva o cronica puede desarrollarse después de meses o
afios de infeccion. Los trematodos adultos en los conductos biliares causan
inflamaciéon e hiperplasia de los epitelios. Como resultado de esa
hiperplasia, se produce engrosamiento y dilatacién de los conductos y de
las paredes de la vesicula biliar. La colangitis y colecistitis, combinadas
con el tamafio de los trematodos, son suficientes para provocar la
obstruccion mecanica del conducto biliar.

Las manifestaciones clinicas que ocurren en esta fase son: colicos
biliares, dolores epigastricos, intolerancia a la comida grasa, nauseas,
ictericia, prurito, etc. Estas manifestaciones no son distinguibles si se trata
de una colangitis, colecistitis o colelitiasis provocada por otras causas o es
por una infeccion de F. hepatica. El agrandamiento hepatico puede estar
relacionado con el aumento del bazo o con la ascitis (ACOSTA-
FERREIRA et al., 1979; DUAN et al., 1986).

Los conductos hepaticos estin normalmente distendidos y
engrosados. En humanos, el lugar mas frecuente de obstruccion es el

conducto biliar comun (KHORSANDI, 1977). Si se produce la obstruccion,
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la vesicula biliar se encuentra aumentada y edematosa con engrosamientos
de la pared. Es frecuente que se produzca litiasis de los conductos biliares o
de la vesicula. Las piedras suelen ser pequefias y numerosas (WONG et al.,
1985; CHEN & MOTT, 1990; ARJONA et al., 1995). Tanto los conductos
biliares como la vesicula pueden contener sangre mezclada con bilis
(hemobilia), coagulos de sangre y tapones fibrinosos. El diagnéstico puede
ser confirmado por laparotomia al encontrar los trematodos en los
conductos o en la vesicula biliar, cominmente asociados a colangitis o
colelitiasis (CHEN & MOTT, 1990).

Las complicaciones que podemos encontrar en el hombre son
hemorragias y cirrosis biliar, las cuales pueden ser las principales causas de
muerte. Sin embargo, la muerte es rara en esta infeccion (CHEN & MOTT,

1990).
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MATERIAL Y METODOS
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- MATERIAL

3.1.1.- HOSPEDADOR INTERMEDIARIO

Como hospedadores intermediarios han sido utilizados caracoles de
la especie Galba truncatula (Gastropoda: Lymnaeidae) originarios del
Altiplano boliviano, de los Valles andinos (Cajamarca, Pert) y del Parque
Natural de la Albufera (Valencia, Espaiia), los cuales fueron transportados
al Departamento de Parasitologia de la Universitat de Valencia (Valencia,
Espafia). Los procesos de recoleccion, asi como el transporte,
mantenimiento y cria de los caracoles Lymnaeideos fueron llevados a cabo
por el equipo de la Dra. M. D. BARGUES. Ademas de ello, este equipo
también se encargd de las infecciones experimentales de los moluscos para
la obtencion, el almacenamiento y el suministro de las metacercarias
utilizadas en los procesos de infeccion experimental. Para conocer en
mayor profundidad la metodologia detallada véase los trabajos de

KHOUBBANE (2002) y PEREZ MATA (2003).
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3.1.2.- HOSPEDADOR DEFINITIVO EXPERIMENTAL

Como hospedador definitivo se utilizaron un total de 169 ejemplares,
159 ejemplares macho y 10 ejemplares hembra, albinos de Rattus
norvegicus, Berkenhout, 1769 de la cepa Wistar. Son animales S.P.F
(Specimens pathogenic free) criados en Francia, suministrados por la casa
IFFA CREDO (Barcelona, Espafia), y alimentados con pienso estéril.

Los animales fueron trasladados al animalario de la Facultat de
Farmacia de la Universitat de Valéncia con unas 4-5 semanas de edad y un
peso comprendido entre 80 y 100 g. En los capitulos que siguen a
continuacion se resefiara la distribucion de los ejemplares en los diferentes
experimentos. Tras la infeccion de los animales se procedid a la
distribucion de los mismos en cajas Microlsolator (IFFA CREDO,
Barcelona, Espafia). Dichas cajas se encontraban debidamente etiquetadas
indicando fecha de infeccion (VALERO & MAS-COMA, 2000). Se les
mantuvo a 22° C con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad
(condiciones en concordancia con el acuerdo Europeo de Estrasburgo, 18

de Marzo de 1986). Se les suministr6 agua y comida ad libitum.
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3.1.3.- MATERIAL PARASITOLOGICO

En cuanto al material parasitoldgico, cabe indicar que se utilizaron
metacercarias de F. hepatica obtenidas de forma experimental en
laboratorio a partir de huevos del parasito procedentes de diferentes
hospedadores reservorios. El material parasitologico fue obtenido de: a)
Altiplano boliviano (Bolivia); b) Valles andinos (Cajamarca, Pert) y c¢)

Parque Nacional de Bialowieza (Polonia).

3.2.- METODOS Y TECNICAS

3.2.1.- TECNICAS MALACOLOGICAS

A continuacién se describe la metodologia seguida para la obtencion
del hospedador intermediario y su posterior utilizacion en laboratorio. Es
decir, desde la recoleccion de los gasteropodos hasta la reproduccion del

ciclo bioldgico del parasito en laboratorio.

3.2.1.1.- RECOLECCION DE GASTEROPODOS

La recoleccion de los moluscos se realizo mediante la busqueda

visual sobre el substrato fijo o flotante, que encontramos sobre Ia
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vegetacion o nadando libremente en la superficie del agua. La superficie de
recoleccion era habitualmente de 1 m’, intentando recolectar el mayor
numero de moluscos posibles, mediante unas pinzas suaves de estafio que
no dafiaran al caracol y manteniendo el biotopo tan intacto como sea

posible.

3.2.1.2.- TRANSPORTE DE MOLUSCOS

Debido a la gran distancia existente entre el Laboratorio de
Parasitologia en Valencia (Espafia) y los biotopos de recoleccion, se
transportaron los moluscos vivos en pequeiias cajas de plastico con musgo
humedecido, en lugar de agua, con el fin de evitar la desecacion de los
ejemplares recolectados durante el viaje. Las tapas de las cajas habian sido

previamente agujereadas para permitir la aireacion de los mismos.

3.2.1.3.- DETECCION DE POSIBLES EMISORES NATURALES

En las zonas endémicas con focos de fasciolosis confirmados, se
espera un desarrollo mas o menos constante del ciclo del parasito, y
teniendo en cuenta que algunos de los moluscos fueron recolectados en
dichas zonas de endemia, se considerd necesaria la comprobacion de una

posible parasitacion natural de los mismos. Para comprobarlo, fueron
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aislados en placas de Petri individuales y observo la emision cercariana
durante 60 dias consecutivos, al cabo de los cuales, si ninguno resultaba
positivo, se consideraba a la poblacion negativa y volvian a las cajas de
cultivo. En caso de que algun ejemplar resultara positivo, se desechaba del
proceso experimental. Ademas se observaba la presencia de metacercarias
enquistadas en las paredes de la caja o en la lechuga que les servia de

alimento.

3.2.14.- MANTENIMIENTO DE LOS MOLUSCOS EN EL

LABORATORIO PARA REPRODUCIR EL CICLO

Una vez los moluscos se encuentran en el laboratorio, es necesario
un proceso de aclimatacion que dura aproximadamente 48 horas
(RONDELAUD & BARTHE, 1987 a, b; AUDOUSSET et al., 1989). Los
caracoles se encuentran en el interior de unas camaras climaticas (Heracus-
Vétsch® modelo HPS 500 y HPS 1500) bajo condiciones controladas: 20°
C, fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad y una humedad relativa
del 90%. Una vez los caracoles han sido aclimatados, son trasladados a
recipientes de plastico de cierre hermético pero con oxigenacion. En el
fondo de los mismos es necesario colocar una fina capa de sedimentos de
grava de naturaleza calcarea (RONDELAUD & BARTHE, 1978 a, b;

BOUIX-BUSSON ez al., 1985 a, b, c; AUDOUSSET et al., 1989)
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recubriendo de agua mineral natural hasta dos tercios del volumen total del
recipiente. Los recipientes de cultivo fueron mantenidos en camaras
climaticas en las condiciones controladas descritas anteriormente y con una
intensidad de iluminacion de 3500 lux. Semanalmente se afiadian varias
hojas de lechuga fresca como base de alimentacion y se cambiaba el agua

del recipiente (BUSSON et al., 1982; BOUIX-BUSSON et al., 1985 a, b).

322.- METODO DE INFECCION DEL HOSPEDADOR

INTERMEDIARIO

La infeccion experimental del hospedador intermediario se consigue
en laboratorio forzando el contacto miracidio-molusco y manteniendo los
moluscos infectados bajo condiciones controladas de temperatura,
humedad e iluminacidn. Los miracidios utilizados se obtuvieron de forma
experimental mediante la eclosion de los huevos previamente embrionados,
los cuales fueron recuperados, a partir de aislados de diversas especies de
hospedadores definitivos naturales que actian como reservorios en las
diferentes zonas de estudio: Bolivia, Perti y Polonia (MAS-COMA ef al.,

1997; VALERO & MAS-COMA, 2000).
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3.2.2.1.- INFECCION MIRACIDIAL

Uno de los métodos para realizar dichas infecciones es la puesta en
contacto en el interior de un recipiente cerrado de uno o varios miracidios,
infeccidn monomiracidial o plurimiracidial respectivamente, de Fasciola
con un ejemplar de molusco hospedador durante un tiempo que oscila entre
2 y 6 horas. En nuestro caso se trata, unicamente, de infecciones
monomiracidiales. Pasado este periodo se observa el recipiente bajo la lupa
en busca de miracidios, y en caso de no estar presentes, s signo inequivoco
de que han penetrado en el caracol (KRULL, 1941; KENDALL, 1950;
ROBERTS, 1950; KENDALL & McCULLOUGH, 1951; BORAY, 1969;
SOUTHGATE, 1970; WILSON & DENISON, 1970; WILSON et al.,
1971; HODASI, 1972; CHRISTENSEN & NANSEN, 1976; GOLD &
GOLDBERG, 1976; RONDELAUD & BARTHE, 1978 a, b, 1980, 1983,
1987 a, b; BUSSON et al., 1982; SMITH & GRENFELL, 1984; SMITH,
1987; AUDOUSSET et al., 1989; RUELLAN & RONDELAUD, 1992;

DREYFUSS & RONDELAUD, 1997; MAS-COMA et al., 2001).

61



3.2.2.2.- MANTENIMIENTO DE MOLUSCOS INFECTADOS EN

CAMARAS CLIMATICAS

Todos los moluscos infectados fueron mantenidos en las
condiciones descritas tanto en la fase de aclimatacion como de
mantenimiento de los mismos hasta el dia 30 post-infeccidn, dia en el que
fueron pasados a placas individuales para revisarlos diariamente con el fin
de comprobar la emision cercariana y, por tanto, la positividad de la

infeccidn.

3.2.2.3.- COMPROBACION DE LA POSITIVIDAD DE LA

INFECCION EXPERIMENTAL DE LOS MOLUSCOS

Para verificar el proceso de infeccion de los hospedadores
intermediarios es necesario observar la emision de cercarias. En el caso de
que no exista emision, la infeccion se considerara negativa; y si las fases
larvarias degeneran se denominara abortiva. Para realizar esta
comprobacion existen dos métodos: la comprobacion a partir de los 30
dias post-infeccion (dpi) de la existencia de formas larvarias por
transparencia y la emision de cercarias por el molusco.

El primer método consiste en la biisqueda de las formas larvarias de

Fasciola (redias y cercarias) por transparencia, al iluminar con una luz
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superior a través de la concha del molusco. El segundo método
consistente en la comprobacion de la emision cercariana, es un signo
inequivoco de que la infeccion ha sido positiva y que, por tanto, la
evolucion de las fases larvarias dentro del molusco ha transcurrido con
normalidad. Diariamente, y a la misma hora, se realizé un control de cada
molusco bajo la lupa binocular, contandose el numero de metacercarias
emitidas durante 24 horas (OVIEDO, 1992), distinguiendo entre
metacercarias enquistadas en la lechuga, en las paredes de la placa, en la
materia fecal del molusco o metacercarias flotantes (AUDOUSSET et al.,

1989; BARGUES et al., 1996).

3.2.2.4.- OBTENCION, CONSERVACION Y ALMACENAMIENTO

DE LAS METACERCARIAS

Las metacercarias obtenidas diariamente fueron almacenadas en
viales con agua natural a la temperatura de 4° C, etiquetando cada vial e
indicando el origen tanto de los moluscos como del paréasito. Las
metacercarias se guardaron separadas del sustrato de fijacion (en el caso
de las enquistadas sobre la pared de la placa o unidas a la lechuga); en el
caso de las metacercarias flotantes, fueron guardadas en un vial
independiente separandolas asi del resto de las metacercarias. En todos los

casos, se anotd el nimero de quistes y la fecha tanto en el protocolo como
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en el exterior del vial y se rellenaron los viales con agua natural hasta un
volumen de 10 ml tapandose herméticamente. Las metacercarias asi
almacenadas permanecieron en estas condiciones hasta su uso posterior en

las infecciones de los hospedadores definitivos.

3.2.3.- METODO DE INFECCION DEL HOSPEDADOR DEFINITIVO

EXPERIMENTAL

Las ratas de la cepa Wistar fueron infectadas con una dosis de 20
metacercarias de F. hepatica por rata. La técnica empleada consiste en la
introduccion de las metacercarias incluidas en un papel humedecido
(BUSSON et al., 1982).

Para ello, previamente, se procede a realizar el recuento de las
metacercarias bajo la lupa binocular y con la ayuda de un pincel y un
punzén se depositan en un papel de fumar previamente humedecido. Este
papel se introduce en la garganta de la rata con la ayuda de la sonda
estomacal para no dafar al animal. A continuacidén se le suministra agua,
con ayuda de una pipeta Pasteur, para estimular el reflejo de deglucion.
Posteriormente se introduce el animal en un recipiente de vidrio donde se
somete a vigilancia durante unos 10 a 15 minutos para observar si regurgita

el papel.
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3.2.4.- METODO DE OBTENCION DE LOS ADULTOS DE Fasciola

hepatica

La determinacion del numero de adultos de F. hepatica que
conseguian desarrollarse con éxito en cada rata era determinado mediante
la diseccion de la misma. Para ello, a diferentes dias post-infeccion (dpi)
las ratas fueron sacrificadas usando un exceso de Fluothane® (Zéneca
Farma, S.A., Pontevedra, Espafia). Para la diseccion del animal, y Ia
posterior obtencion de los adultos, el material que utilizamos se indica a
continuacion:

Quirargico: bisturi, pinzas de disecciobn y tijeras previamente
esterilizadas durante 30 minutos en autoclave (TUTTNAUER
AUTOCLAVE ST 1035, modelo 2340M);

Quimico: Halotano (F luothane®, Zéneca Farma, S.A));

Optico: lupa binocular y

Otros: algoddn, alcohol, placas de Petri, sonda estomacal, pipetas
Pasteur, recipiente de vidrio y etiquetas.

Se embebe un algodén con 5 ml de halotano y se coloca en el interior
de un recipiente de vidrio cerrado. A continuacion se coloca en ella al
animal que se va a diseccionar durante unos 10-15 minutos. Se extrae al

animal y se procede a la diseccion.
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Se corta la piel del animal con unas tijeras a lo largo de la linea
medio-ventral y se separa cuidadosamente, con la ayuda de pinzas, del
tejido muscular subyacente. Después se levanta la pared abdominal con las
pinzas y se corta desde la ingle hasta el apéndice xifoides. De esta forma
retiramos la capa muscular para visualizar el conjunto de la cavidad
abdominal.

Cabe la posibilidad de encontrar este parasito en localizaciones
ectopicas debido a migraciones post mortem si el animal no se disecciona
inmediatamente después de su muerte. Dado que en F. hepatica el
microhdbitat de parasitacion especifico del adulto es el higado, se realizd
un minucioso estudio de este érgano. Después de la apertura ventral del
animal, al visualizar el higado in sifu se observa si existen lesiones en el
parénquima hepatico y si los canales biliares estan engrosados, lo que nos
indicaria la presencia de adultos en su interior. El higado se extrae
cortando el canal biliar principal a la altura de su union con el intestino y
se pesa. Asimismo se efectiian las medidas morfométricas del canal biliar
principal y las lesiones macroscopicas si las hubiera. El parénquima
hepatico se examina a la lupa binocular raspando con un bisturi,
especialmente donde se observan lesiones, pudiéndose encontrar en ellos
individuos jovenes de F. hepatica que aun no han completado su
migracion hasta el canal biliar principal (fase de invasion). Los canales

biliares parasitados aumentan mucho su didmetro en la fase de estado,
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siendo facil detectar si van a existir adultos de F. hepatica en ellos.
Abriendo el canal con unas tijeras, los Digénidos adultos saldran, vivos,
procediéndose a su recoleccion y fijacion. Posteriormente se efectuaba un
lavado con agua tanto de la cavidad abdominal como de los distintos
organos para tener la seguridad de la total recuperacion de los parasitos.
Una vez, los trematodos adultos, han sido extraidos del animal, se colocan
en una placa Petri con suero fisioldgico donde liberan su contenido
intestinal y luego se colocan en un tubo con alcohol de 70° para su posterior

fijacion.

3.2.5.- TECNICAS HELMINTOLOGICAS

A continuacién se van a describir las técnicas utilizadas desde la
recogida de los vermes hasta su estudio en el microscopio, es decir, la
fijacion de los trematodos, su conservacion, coloracidn, diferenciacidn,

deshidratacion y montaje.

3.2.5.1.- FUACION

Para que la visualizacion de la anatomia interna de los parasitos sea
optima, los mismos deben ser fijados in vivo y sometidos a una ligera

presion. El proceso de fijacion fue el siguiente:
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- En ejemplares pequefios colocamos al trematodo vivo con ayuda
de un pincel en una gota de agua sobre un portaobjetos. Se afiade
una gota de liquido de Bouin en la cara inferior de un
cubreobjetos y se deja caer sobre el trematodo, cuidando que
¢éste no se encuentre ladeado, en cuyo caso se enderezard con
ayuda de una aguja enmangada. El verme debe permanecer entre
porta y cubreobjetos unos 20 minutos. Luego se levanta el
cubreobjetos y se traslada el parasito con un pincel a una placa
Petri con fijador de Bouin, en la que permanecera unos 30
minutos (PANOVA, 2002).

- En ejemplares grandes los trematodos fueron fijados con Bouin
entre dos placas Petri. Se introduce liquido de Bouin en una de
las placas y con un pincel se coloca el verme vivo sobre dicha
placa. Se deja caer la otra placa Petri sobre el trematodo por su
cara inferior, procurando que quede lo mas plano posible, pero
sin presionar demasiado. El parasito debe quedar unos 30
minutos entre las dos placas y luego, con uno o dos pinceles, se
pasan a otra placa Petri con liquido de Bouin unos 40 minutos
(PANOVA, 2002).

En ambos casos, transcurrido el tiempo establecido, se llevan a

alcohol de 70°, cambiando éste diariamente hasta que el verme pierda la

coloracidon amarilla obtenida por el fijador. Este tiempo dependera de la
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cantidad de fijador y oscila en nuestro caso de 30 a 90 dias dependiendo
del tamafio del parasito adulto.
El liquido de Bouin se considera uno de los mejores fijadores

topograficos. Su composicion por cada 100 ml es la siguiente:

- Solucidén acuosa de acido picrico 75 ml
- Formol (solucion comercial al 40%) 25 ml
- Acido acético 5ml

Para su preparacion afiadimos en un matraz un litro de agua y se
calienta hasta que esté templada. Se coloca el matraz sobre un agitador y
se le va afiadiendo poco a poco acido picrico hasta conseguir una soluciéon
saturada del mismo, es decir, hasta que el acido picrico ya no se disuelva
en el agua. A continuacion el liquido obtenido se deja reposar 24 horas y
se obtiene la solucion madre. Cuando se va a utilizar el fijador se afiade a
pequetias fracciones de la mezcla la cantidad correspondiente de acido
acético (5 partes de acido acético por cada 100 partes de solucion).

El liquido de Bouin fija de forma homogénea y penetra
rapidamente. La retraccion en el momento de la fijacion es mas débil que

con otras buenas mezclas fijadoras (BARGUES et al., 1996).
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3.2.5.2.- CONSERVACION

La conservacion se realiza en viales con alcohol de 70°, en el cual

los Digénidos pueden permanecer hasta el momento de su tincion.

3.2.5.3.- COLORACION

Las tinciones utilizadas dan lugar a preparaciones permanentes,
imprescindibles en gran parte de los estudios que se llevaran a cabo. El
colorante utilizado ha sido el carmin boracico de Grenacher, cuya formula
consiste en: solucion acuosa de borax al 4% (8 g de borax en 200 cc de
agua destilada) y 5 g de carmin (Merck™).

Para la preparaciéon del colorante procedemos del siguiente modo:
en un matraz redondo se pone la solucién acuosa anterior y se le afladen
los 5 gramos de carmin. Se calienta en un recipiente de reflujo, en el cual
tenemos un cazo con tierra y el matraz esférico, con un refrigerador por el
que entra y sale agua. Se deja hervir suavemente durante 30 minutos y se
le afiaden 200 cc de alcohol de 70°. Se deja reposar 24 horas y se filtra.

Los Digénidos obtenidos deben permanecer en el colorante un
tiempo determinado que depende de su grosor y su capacidad de tomar el
colorante. Los adultos de F. hepatica y F. gigantica deben teflirse de

forma suficiente pero no excesiva para facilitar su posterior
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diferenciacion. Si los ejemplares se tifien en exceso deben estar mas
tiempo en el liquido diferenciador, lo que puede alterar el color inicial de
la tincién e incluso los tejidos del parasito. En lineas generales diremos
que los adultos de F. hepatica de mayor grosor se han tefiido durante 24
horas en la mezcla de carmin borédcico alcohdlico de Grenacher antes
descrito. Los ejemplares de menor grosor se han tefiido entre 4 y 8 horas
directamente en el colorante de Grenacher. La tincidn optima se controla

periodicamente bajo la lupa binocular.

3.2.5.4.- DIFERENCIACION

Una vez que el trematodo ha sido teflido efectuamos la
diferenciacion en alcohol clorhidrico. Con un pincel bien seco extraemos
los vermes del colorante y los colocamos, de uno en uno, en una placa
Petri con alcohol de 70°. Dicha placa la ponemos bajo la lupa binocular
con luz superior e inferior y vamos afiadiendo, gota a gota, acido
clorhidrico comercial (35%). El Trematodo va alcanzando una tonalidad
rosada con luz superior, debiéndose observar con la inferior todas las
estructuras del parasito por transparencia. La duracion de esta operacion

depende del tamafio y grosor del Trematodo.
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3.2.5.5.- DESHIDRATACION

Tras la diferenciacién colocamos una serie de placas Petri con
distintos alcoholes en los que, con ayuda de un pincel, iremos pasando
sucesivamente a los pardsitos; es lo que se conoce como cadena de
deshidratacion. En la primera placa, con etanol de 70°, el Digénido debe
estar 10 minutos. Después lo llevamos a otra placa con alcohol de 95°, 15
minutos. De ésta pasa a alcohol de 100° durante 15 minutos mas, otros 15
minutos en alcohol butilico y finalmente 15 minutos mas en xilol,

terminando con este paso la cadena de deshidratacion.

3.2.5.6.- MONTAIJE

El montaje se realiza con un portaobjetos, un cubreobjetos y
balsamo de Canada, resina comercial que solidifica rapidamente y
proporciona preparaciones de larga vida. Sin embargo, para poderla
emplear es necesaria una previa deshidratacion del material, ya que no es
soluble en agua. Se trata de lo que ya se ha explicado en el paso anterior.

Para realizar el montaje se coloca sobre el portaobjetos una gota de
balsamo del Canada y sobre ella el trematodo en posicion ventral, es

decir, con la ventosa ventral o acetabulo de cara al cubreobjetos. Con un
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pincel mojado en xilol eliminamos las posibles burbujitas que se hayan
podido formar en el balsamo antes de colocar el cubreobjetos sobre €l.

Si una vez montada el parasito no presenta suficiente balsamo, o si
éste se retrae, se puede afadir mas pincelando con xilol los bordes entre
porta y cubreobjetos, afladiendo una gota de balsamo de Canadé que entra
en la preparacion por capilaridad (PANOVA, 2002).

Por 1ultimo se introducen las preparaciones en la estufa a 20° C de
temperatura de 4 a 24 horas hasta que estén secas. Si el balsamo se retrae
por el calor, se repite la operacion anteriormente descrita de pincelado con

xilol y balsamo por capilaridad.

3.2.6.- ANALISIS MORFOMETRICO

3.2.6.1.- ESTUDIO MORFOMETRICO

Las medidas de los adultos fueron realizadas de acuerdo con el
método propuesto por VALERO et al. (1996) y PERIAGO et al. (2006)
para Fasciolidae. La medicion fue hecha mediante un ordenador conectado
a un estereomicroscopio a su vez equipado con una camara de video digital
en color (DX 20, KAPPA) y utilizando un software de analisis de imagen
(Image-Pro”Plus, 5.1 USA). Las medidas comprenden: a) medida de

superficie (mm?): 4rea corporal (AC); y b) medidas lineales (mm):
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perimetro (P), longitud corporal (LoC) y anchura corporal (AnC) (véase
Fig. 2).

El equipo utilizado para realizar las mediciones es un sistema de
analisis de imdgenes digitales. Dicho equipo, sito en la Facultat de
Farmacia en la Universitat de Valéncia, se ha utilizado para el célculo de
diferentes medidas morfométricas, tanto uni- como bidimensionales y
para la obtencion de fotografias. A continuacién se detalla el equipo
utilizado:

A) Camaras: Tres TV color Kappa DX 20, Hitachi 1CCD y Nikon

3CCD.

B) Microscopia: 1 microscopio Nikon SMZ-U completo dotado de
microscopia de larga distancia de trabajo y multitécnica; 1
microscopio multitécnica Reichert Polyvar y 1
estereomicroscopio Nikon SMZ-10 para TV.

C) CPU: HP 2 Ghz, 512 Mb, 80 Gb, CD-RW y DVD/RW, tarjetas
Matrox y FMM Pro, Philips 21B.

D) Software: Programas de analisis de imagenes: Image-Pro® Plus

5.1, L QWIN STANDARD.
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Figura 2. Medidas estandarizadas en los adultos de Fasciola hepatica.
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3.2.7.- DETERMINACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE

HUEVOS DEL PARASITO EN HECES: METODO DE KATO-KATZ

La técnica de Kato-Katz es utilizada para la busqueda, hallazgo y
recuento de los huevos de helmintos en heces, ademas resulta ser una
técnica muy util y practica para conseguir un diagnéstico rapido de las
parasitosis producidas por Digénidos, Cestodos y Nematodos. Esta técnica,
también conocida como frotis grueso (BAILENGER, 1982) fue
originalmente descrita por KATO & MIURA (1954) como una técnica
cuantitativa para el recuento de huevos de helmintos y en particular es
utilizada para la deteccion de huevos de Schistosoma mansoni; debido a
que en la fasciolosis se trata del huevo mas grande, la luz de malla es de
200-300 pm y de esa forma nos aseguramos de que en nuestro examen so6lo
aparezcan huevos. La simplicidad de esta técnica y su excelente
rendimiento ha conducido a que sea utilizada como método de referencia
de deteccion cualitativa. El principio de la técnica consiste en la confeccion
de un frotis fecal grueso que sera aclarado progresivamente por la accion
de la glicerina, (KATO, 1960; MARTIN & BEAVER, 1968;
BAILENGER, 1982). No hay que dejarlo mucho tiempo sino se pierde la
coloracion, aproximadamente en unos 20 minutos podemos leerlo.
Obviamente, la técnica original ha sufrido una serie de modificaciones que

consisten en mejoras. Como ejemplo podemos citar las que fueron
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introducidas por MARTIN & BEAVER (1968), las cuales consisten en la
extraccion de los restos voluminosos, mejoras en la confeccion del frotis
fecal y en las condiciones de clarificacion. KATZ et al. (1972) también
introdujeron algunas mejoras a nivel de estandarizacion y protocolo de
muestreo. En nuestro trabajo hemos utilizado concretamente estas ultimas
modificaciones.

Para realizar este examen se precisa de: una placa de plastico con un
orificio central que admite un volumen de heces de 41,7 mg (o sea 1/24 g),
un tamiz de nailon con una apertura de malla de entre 200 y 300 um, una
espatula o cuchara de una casa comercial, un portaobjetos y un papel de
celofan empapado en un liquido colorante.

El liquido colorante del papel de celofan se compone de: solucion al
50% en agua destilada de solucidn glicerina/verde malaquita (preparacion
de la solucién de glicerina/verde malaquita: 100 ml de agua destilada + 100
ml de glicerina + 1 ml de solucion de verde malaquita al 3%). En esta
solucion se introducen el papel celofan en tiras y en 24 horas podran ser
utilizadas ya que estaran bien impregnadas de la misma.

Para la realizacion de la técnica procederemos como sigue:

1° Depositamos una muestra de heces en un trozo de papel satinado,
con el proposito de que el papel no absorba la humedad de las heces (por

ejemplo, la hoja de una revista).

77



2° Colocamos la malla sobre las heces y presionamos suavemente.
De esta forma dejamos en el filtro o malla las particulas grandes que
puedan impedir una 6ptima visualizacion microscopica de los huevos de
Fasciola sp.

3° Con la ayuda de una espatula se toma el filtrado y se deposita en
un molde situado en un portaobjetos etiquetado con los datos del
hospedador definitivo utilizado.

4° A continuacion se enrasa la muestra con ayuda de la espatula hasta
colmar el orificio. Posteriormente retiramos la placa con precaucion y
tenemos un flan de 41,7 mg de heces.

5° Por ultimo, se coloca sobre el flan un papel de celofan
previamente recortado y embebido en el liquido colorante. Se da la vuelta
al porta-objetos y se presiona suavemente sobre un papel absorbente para
recoger el liquido sobrante. Conviene esperar al menos 30 minutos para
realizar la primera observacion al microscopio, aunque se recomienda una
espera de 24 horas para optimizar la visualizacion de los huevos.

Por su alto contenido en glicerina, es posible el mantener estas
preparaciones durante varios meses sin deterioro.

Posteriormente, se realiza la observacion microscopica de Ia
preparacion, realizando un barrido completo y anotando el niamero total de
huevos de F. hepatica que aparecen en la misma. Ya que la cantidad de

heces analizadas es de 1/24 g y como el dato que a nosotros nos interesa es
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el de huevos por gramo de heces (hgh), lo inico que tenemos que hacer es
multiplicar el resultado por 24.

En las preparaciones de Kato-Katz, los huevos aparecen con una
forma ovalada, presentan una coloraciéon marrén pardo-amarillenta, son
operculados y no embrionados. Muchas veces se pueden observar huevos
deformados o rotos, debido a la presion que se ejerce sobre la muestra al

prepararla (VALERO et al., 2002, 2009 a, b).

3.2.8.- METODOS BIOMATEMATICOS

Para los diferentes analisis que requerian los datos obtenidos como
resultado de las mediciones realizadas a los trematodos hemos utilizado el
programa MacCurve® v. 1.0 fit (Quasi-Newton fit) de Macintosh®”. Dicho
programa nos permite calcular las trayectorias y las tendencias de
crecimiento de las poblaciones. Es decir, nos calculaba el mejor ajuste de
las curvas de crecimiento de las poblaciones estudiadas.

La realizacion de los graficos resultantes de los ajustes de las curvas
y su representacion grafica se consiguié con el programa CurveExpert” 1.3
de Windows®.

Para el procesamiento de los datos y el calculo de valores maximo y
minimo asi como las medias junto con la desviacion estandar nos servimos

del programa Excel” de Windows".
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Para el analisis estadistico de los datos se utilizaron los siguientes
test estadisticos: el analisis de la covarianza (ANCOVA) con los
estadisticos Power y Eta; el analisis de la varianza (ANOVA) de una via y
de dos vias; el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney y la T de
Student para muestras independientes. Dichos analisis se llevaron a cabo
con el programa SPSS® v. 15.0 (Windows™).

En el estudio de las medidas biométricas de los fasciolidos obtenidos
de forma experimental en ratas Wistar con y sin litiasis se ha utilizado,
ademas, el analisis de componentes principales. El analisis de los
componentes principales (ACP), es una técnica utilizada para resumir, en
pocas dimensiones, la mayor parte de la variacion de una base de datos
multivariante (ROHLF & MARCUS, 1993; KLINGENBERG, 1996;
DUJARDIN & LE PONT, 2004). Es decir, ante un banco de datos con
muchas variables, el objetivo serd reducirlas a un menor numero perdiendo
la menor cantidad de informacion posible. El primer componente principal
(CP1) es la combinacion lineal que explica la mayor cantidad posible de
variacion y, geométricamente, se corresponde con la direccion del eje mas
largo que atraviesa la nube de puntos dispersos. Los componentes
principales subyacentes recogen el resto de variacion, propensa a quedar
representada ortogonalmente con respecto a todos los ejes componentes
anteriores (KLINGENBERG, 1996). La matriz de covarianza de las

medidas logaritmicas transformadas fue sometida a un andlisis candnico
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discriminante independiente del tamafio para determinar la variacién
morfométrica entre los ejemplares. Esta técnica consiste en eliminar el
efecto de la variacion ontogenética dentro de un mismo grupo, proyectando
cada caracter individual contra el primer componente principal (CP 1) del
grupo mismo, el cual es una estimacion multivariable del tamafio
(BOOKSTEIN, 1989; DOS REIS et al., 1990). Los analisis se llevaron a

cabo usando el programa BAC v.2 (DUJARDIN, 2002).

81



82



Capitulo Cuarto

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL

“CROWDING EFFECT”
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4.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL “CROWDING EFFECT”

4.1- INTRODUCCION

El “crowding effect” es un fendmeno interesante que numerosos
investigadores encontraron inicialmente en las infecciones causadas por
cestodos. El término al que aludimos a este hecho en castellano es el de
inhibicion competitiva, sin embargo normalmente nos referiremos al
mismo en lengua inglesa. Distintos investigadores (WOODLAND, 1924;
SHORB, 1933; HUNNINEN, 1935) han demostrado este hecho tanto en
ratas como en ratones infectados con Hymenolepis nana. Las observaciones
mostraban que “el tamafio de los adultos era, de forma aproximada,
inversamente proporcional al numero de adultos que provocaban la
infeccion” (READ, 1951). A este fendmeno se le conoce como “crowding
effect”. READ (1951) revisa en su articulo a numerosos autores que
postulan sobre el posible mecanismo mediante el cual se desarrolla el
“crowding effect” aludiendo a la existencia de un factor limitante. La
conclusion a la que se llega es que el fendémeno no se produce a través de la
limitacion de alguna sustancia alimenticia obtenida a través de la dieta
ingerida por el hospedador y sugiere que el factor limitante seria el

oxigeno.
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ROBERTS (2000), casi medio siglo después, revisa el “crowding
effect” y comenta que el valor adaptativo de dicho fendmeno parece
evidente: el tamafio de los adultos individuales esta limitado. Sin embargo
aunque se han descrito muchas mas especies en las que se produce este
fendomeno, aun se desconoce la causa de su efecto. Dicho autor enfoca la
causalidad del “crowding effect” como un fendmeno de competicion. En
primer lugar, contempla la posibilidad de que se deba a una “competicion
por explotacion de un sustrato”, es decir, postula la posibilidad de que los
diferentes adultos que parasitan al hospedador compitan por fuentes de
carbohidratos obtenidos a partir de la dieta ingerida por el hospedador. Otra
hipdtesis es la “competicion por interferencia”, es decir, los parasitos
liberan unas sustancias que tienen un efecto adverso sobre otros
organismos de la misma poblacion parasitaria. Y por ultimo, se plantea la
posibilidad de que el mecanismo de “crowding effect” puede ser fruto de
una intervencion del sistema inmune del hospedador, mediante la
produccion de anticuerpos y la manifestacion de una respuesta inflamatoria
intestinal. Los resultados obtenidos por el autor son los siguientes:

1) la competicion entre los adultos por los carbohidratos de la dieta del
hospedador tiene un efecto en el tamafio de los mismos;

2) ciertos componentes secretados por los adultos in vitro inhiben la
sintesis de ADN vy el crecimiento de los mismos in vivo, mimetizando el

“crowding effect”;
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3) bajo ciertas circunstancias, las reacciones inflamatorias ocurridas en
el intestino del hospedador inhiben el crecimiento de los parasitos.

La conclusion que alcanza es que alguno de los mecanismos anteriores
0 una combinacion de todos podrian explicar el “crowding effect”.

BUSH & LOTZ (2000) analizan la ecologia del “crowding effect” o lo
que es lo mismo su manifestacion, su efecto. Es obvio, como dicen los
autores, que en el caso de los adultos que parasitan el intestino del
hospedador existe un numero finito de individuos que tendran cabida fisica
en el mismo. De hecho el fendomeno de “crowding” no es un hecho
restringido a los helmintos que parasitan el intestino de una rata. Los
autores consideran dicho fenomeno muy importante desde el punto de vista
ecoldgico, concretamente, en dos contextos: el primero relativo a la
relacion predador-presa y el segundo, a la ya mencionada anteriormente
como relacion de competicion. Su andlisis revela que todo “crowding
effect” aboca a una competicidn por la supervivencia.

El presente capitulo se concentra unicamente en el estudio de la
manifestacion de dicho fendmeno en el modelo experimental murino
Wistar.

Los efectos del “crowding” presentan un gran impacto sobre la
biologia de la poblacion parasitaria evitando, principalmente, un
incremento en el tamafio de la misma. Normalmente, dichos efectos se

manifiestan sobre la supervivencia, la reproducciéon o el asentamiento de
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los parasitos individuales. Este fendmeno puede manifestarse ademds como
una disminucion en la produccién de huevos por los trematodos adultos, un
retraso en el crecimiento acompafiado por una disminucion en el tamafio
del parasito o bien un retraso en la maduracién y/o una reduccion en la vida
del mismo (SHOSTAK & SCOTT, 1993). El “crowding effect” se ha
descrito en muchas especies parasitas. En los adultos de F. hepatica, el
fenémeno de “crowding” o de inhibicion competitiva ha sido reconocido en
ganado vacuno y ovino pero continda siendo un punto de debate en ratas de
laboratorio; a pesar de que las ratas albinas se utilizan habitualmente como
modelo de laboratorio para estudios quimioterapéuticos e inmunologicos
sobre F. hepatica. En el ganado ovino y vacuno, el desarrollo del adulto, el
pp vy el hgh/adulto depende directamente del nimero de trematodos adultos
que se encuentren en el higado. Asi, si el nimero de trematodos que
invaden el higado es elevado, la cantidad de tiempo requerida para que los
trematodos juveniles maduren en los conductos biliares y comiencen a
poner huevos, es decir, el pp serd mayor, la emision de huevos por adulto
disminuye y el desarrollo del adulto es menor (BORAY, 1969).

A priori, en ratas, es posible presuponer cual sera la manifestacion
sobre el parasito del “crowding effect”: el habitat usual del trematodo
hepatico en la fase de estado adulto es el conducto biliar, donde el espacio
disponible para el crecimiento es estrictamente limitado, y aunque el

conducto biliar sufre una patente hiperplasia (FOSTER, 1981), el fendmeno

88



de “crowding effect” limita en gran medida el desarrollo del parasito
(VALERO et al., 2001 a). En ratas albinas de laboratorio, el “crowding
effect” ha sido estudiado por diversos autores (THORPE, 1965;
RAJASEKARIAH & HOWELL, 1977; REDDINGTON et al., 1984).
Desafortunadamente las técnicas experimentales utilizadas no han sido
estandarizadas en funcidon del modo de administracion de la dosis infectiva
(y consecuentemente el nimero de trematodos que pueden llegar a
desarrollarse); tampoco se ha estandarizado la cepa, el sexo o la edad de las
ratas usadas, por lo que los resultados obtenidos son contradictorios.
HUGUES et al. (1976) han demostrado que el desarrollo de los adultos de
F. hepatica en ratas difiere dependiendo de la cepa y el sexo. Ademas,
estos autores llevaron a cabo el estudio del “crowding effect” en ratas con
trematodos hepaticos de edades iguales o inferiores a los 90 dias. VALERO
et al. (1996) muestran que en el canal biliar de las ratas, los trematodos
continlan creciendo al menos hasta el dia 150 post-infeccion. En el
presente capitulo se analiza, mediante un estudio experimental
comparativo, el desarrollo del adulto de F. hepatica en el modelo murino
Wistar bajo condiciones estandarizadas, implicando diferentes intensidades
individuales de infeccion por rata e incluyendo adultos de hasta 300 dias de
edad. El objetivo de este estudio es determinar si el nivel de intensidad de

la infeccion por trematodos hepaticos en el mismo conducto biliar tiene
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alguna significancia sobre el crecimiento del adulto, el pp y la emision de

hgh/adulto.

4.2.- MATERIAL Y METODOS

Se describiran los materiales y métodos utilizados en el presente
capitulo de forma concisa. Para la descripcion mas detallada ver el capitulo

3: material y métodos.

4.2.1.- MATERIAL

El material que ha sido utilizado en el presente estudio es el que se
describe a continuacion:

Hospedador intermediario. Los hospedadores intermediarios utilizados
han sido Unicamente caracoles de la especie Galba truncatula originarios
del Altiplano boliviano.

Hospedador definitivo. Como hospedadores definitivos experimentales
se han utilizado un total de 96 ejemplares macho albinos de Ratfus
norvegicus, Berkenhout, 1769 de la cepa Wistar. De los 96 ejemplares, 70
de ellos fueron usados para la obtencion de trematodos hepaticos a fin de

estudiar su crecimiento -primera parte del estudio-; mientras que los 26
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ejemplares restantes fueron usados para estudiar el periodo prepatente (pp)
y la emision de huevos -segunda parte.

Material parasitologico. Para la infeccion de los hospedadores
intermediarios se han utilizado huevos de F. hepatica obtenidos de
diferentes especies hospedadoras (ganado ovino, bovino y porcino) del

Altiplano norte boliviano.

4.2.2.- METODOS Y TECNICAS

4.2.2.1.- ESTUDIO DE LA EVOLUCION DEL CRECIMIENTO DE LOS

ADULTOS DE Fasciola hepatica

4.2.2.1.1.- NIVELES DE INFECCION

La intensidad de infeccion se caracteriza por el nimero de adultos
localizados en el parénquima y en los conductos hepaticos, de tal modo que
hemos dividido nuestro experimento en tres grupos de estudio: grupo I: de
1 a 3 adultos/rata; grupo II: de 4 a 6 adultos/rata y grupo III: 7 6 mas

adultos/rata.
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4.2.2.1.2.- OBTENCION DE LOS ADULTOS DE Fasciola hepatica

Los animales fueron sacrificados a diferentes dias comprendidos
entre los dias 22 y 300 post-infeccion (dpi). El nimero de trematodos
adultos encontrados y analizados se resume como sigue: A) grupo [: 64
adultos provenientes de 41 ratas (30 dpi: 8 adultos; 40 dpi: 6; 50 dpi: 14; 75
dpi: 11; 100 dpi: 6; 150 dpi: 7; 175 dpi; 3; 200 dpi: 1; 225 dpi: 5; 230 dpi:
1; 300 dpi: 2; media: 2,1 £ 0,8 adultos/rata); B) grupo II: 62 adultos
provenientes de 19 ratas (22 dpi: 3; 30 dpi: 3; 40 dpi: 10; 46 dpi: 4; 100
dpi: 6; 107 dpi: 5; 140 dpi: 3; 162 dpi: 2; 175 dpi: 4; 225 dpi: 3; 239 dpi: 4;
243 dpi: 4; 300 dpi: 11; media: 5,1 £ 0,9 adultos/rata); C) grupo III: 64
adultos provenientes de 10 ratas (30 dpi: 2; 75 dpi: 8; 88 dpi: 20; 105 dpi:
9; 107 dpi: 9; 175 dpi: 10; 300 dpi: 6; media: 9,0 = 1,4 adultos/rata).

A continuacién los especimenes adultos de los trematodos hepaticos
fueron fijados con solucién Bouin entre porta y cubreobjetos (sin
presionar), se tifieron con carmin boracico de Grenacher y fueron montados

en el balsamo de Canada (Panreac”, Barcelona, Espaiia).

4.2.2.1.3.- TECNICAS DE MEDIDA Y ANALISIS DE DATOS

En el capitulo de material y métodos se detalla como se realizé el

estudio morfométrico. Las medidas biométricas realizadas son: a) medida
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de superficie (mm?): area corporal (AC); y b) medidas lineales (mm):
perimetro (P), longitud corporal (LoC) y anchura corporal (AnC). A partir
de estos datos se obtuvieron las trayectorias ontogenéticas para cada
medida y para cada grupo de estudio. Las comparaciones se efectuaron
estableciendo la forma mas Optima para cada medida biométrica en cada
uno de los tres grupos de estudio (véase el apartado 3.2.6.1 del capitulo 3:

material y métodos).

4.2.2.1.4.- METODOS ANALITICOS

El desarrollo ha sido considerado durante mucho tiempo como un
proceso muy estable. El caracter canalizado del desarrollo sigue rutas muy
restrictivas, que son denominadas creodos (WADDINGTON, 1957;
ALBERCH et al., 1979; DE RENZI, 1997; RICE, 1998). Los creodos
pueden ser representados de forma cuantitativa mediante el concepto de
trayectoria ontogenética, tal y como fue sugerido por ALBERCH et al.
(1979). ALBERCH er al. (1979) definen las trayectorias ontogenéticas
como los cambios que se producen en el tamafio y en la forma de las
estructuras morfologicas con respecto al tiempo (edad). En el presente
estudio, una trayectoria ontogenética describe el cambio que se produce en
una magnitud biométrica, asociada con una estructura morfologica, del

trematodo adulto en funcién de su edad. Como las leyes de crecimiento
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estan formuladas mediante ecuaciones diferenciales la trayectoria, que
recorre la magnitud estudiada, resulta de la integracion de las mismas. Para
explicar las leyes de crecimiento existe un nimero escaso de modelos. De
los diferentes modelos posibles, tres son los mas frecuentes: el modelo
exponencial, el modelo saturado (también conocido como el modelo de
Bertalanfty) y el modelo logistico (ALBERCH et al., 1979; VALERO et
al., 1991; DE RENZI, 1997; RICE, 1998). Mediante la utilizaciéon de
procedimientos matematicos de regresion lineal hemos determinado los
distintos parametros en cada modelo de estudio. Estas técnicas cuantitativas
resultan adecuadas cuando estamos estudiando la influencia de diferentes
factores sobre el crecimiento de helmintos. La mayoria de los parametros
de las leyes de crecimiento se encuentran relacionados con diferentes
aspectos del tiempo de desarrollo, fundamentalmente, con la tasa de
crecimiento. Alteraciones en dichas leyes, pueden conducir a
modificaciones en el tiempo de desarrollo, dando lugar a lo que
denominamos heterocronias. Las mencionadas modificaciones pueden ser
producidas bien por cambios hereditarios, como ocurre en muchos procesos
evolutivos, o bien mediante cambios en las condiciones ambientales
especificas sin consecuencias evolutivas (GOULD, 1977; ALBERCH et

al., 1979; McKINNEY & McNAMARA, 1991; KLINGENBERG, 1998).
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4.2.2.1.5.- TRAYECTORIAS ONTOGENETICAS

Si representamos mediante un grafico de puntos las medidas
morfométricas de los trematodos adultos frente a los dias post-infeccion
(dpi) obtenemos las trayectorias ontogenéticas empiricas para los adultos
de F. hepatica (ALBERCH et al., 1979; VALERO et al., 1991, 1998, 2005;
DE RENZI, 1997; RICE, 1998). Para cada medida biométrica se ha
verificado que las trayectorias ontogenéticas resultantes se ajustan a un
modelo logistico de crecimiento, el cual sigue la siguiente ley de
crecimiento: y' = ky (I-y/v,), (v’ = dy/dt). Las soluciones vendran
expresadas a partir de su integracion, quedando como sigue: y; = y,,/ [1 +
z, exp (-kt)], donde a es el valor de ¢ en el cuadl comienza el crecimiento
(sefial de inicio en ALBERCH et al., 1979); y,, es el valor maximo
alcanzable por la variable biométrica y; y z, y k son parametros de las
trayectorias ontogenéticas. El parametro z, estd relacionado con el valor
inicial de la magnitud y, es decir la condicién inicial y, en ¢ = o presenta
una expresion diferente en cada caso (véase ALBERCH et al., 1979). Para
simplificar, & = 0 en nuestro experimento. De ese modo, el dia de infeccion
es tomado como a = 0 y escribimos z,, yy en lugar de z,, y,. El parametro k&

esta relacionado con la tasa de crecimiento.
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4.2.2.1.6.- TASA DE CRECIMIENTO “r”

La tasa de crecimiento teodrica r es definida como (1/) y’ (DE
RENZI, 1995). Para el modelo logistico, por ende, la tasa de crecimiento r
es una funcion lineal negativa de y: » = k (,,-y)/y.. La tasa de crecimiento
es inversamente proporcional a la variable y ya que disminuye cuando ésta
aumenta. Estas tasas de crecimiento son instantaneas, calculadas a partir de

sus derivadas.

4.2.2.1.7.- HETEROCRONIA

La modificacion del tiempo de desarrollo seria la forma mas concisa
de definir el término heterocronia. Sin embargo, también quiere expresar la
comparacion entre un estado previo o anterior (antepasado, estado normal)
y la derivacion de ese estado (descendiente, estado anormal). Antepasado-
descendiente se refiere al sentido evolutivo de heterocronia. En nuestro
caso, el estado previo es el normal y el anormal el estado derivado. En
nuestro estudio, el estado derivado o anormal de evolucidn es el nivel de
infeccidn: un posible “crowding” puede influir o interferir en el desarrollo
individual del trematodo adulto y, por tanto, alterarlo. De acuerdo con

ALBERCH et al. (1979), el tiempo de desarrollo depende de: la sefial de
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inicio a, la sefial de finalizacidon f y k. La modificacion de estos parametros

se traduce en diferentes tipos o clases de heterocronia.

4.2.2.1.8.- PUNTOS DE INFLEXION

El modelo logistico estd compuesto por dos fases claramente
diferenciadas. La primera presenta un caracter casi exponencial (ya que » es
casi constante al ser y < y,,); mientras que, la segunda fase, muestra una
disminucién continua para r (casi de caracter saturado). La transicion que
tiene lugar entre las dos fases de crecimiento se denomina punto de
inflexion de la curva. Para este punto se cumple que la segunda derivada
(»”) es nula, lo cual ocurre cuando t; = In (zy)/k; por tanto, el valor

resultante se expresa como y; = y,,/2.

422.19.- ANALISIS COMPARATIVO DE CURVAS DE

CRECIMIENTO CORPORAL RESPECTO AL TIEMPO

El ajuste de las curvas no lineales fueron testadas usando el
coeficiente de correlacion R* y el residual minimo cuadratico (sse). Con el
fin de estimar los parametros de la curva, se usaron valores sucesivos de y,,
Vs Ym + h, vy + 2h,...), donde se utilizé valores de /4 pequefios; como por

ejemplo 0,01) escogiéndose el valor que diera el menor valor residual (sse)
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(DE RENZI, 1988; VALERO et al., 1996, 1998). El analisis de los datos
fue llevado a cabo con el programa MacCurve v. 1.0 fit (Quasi-Newton fit)
de Macintosh®. Para una mejor visualizacion de las curvas se utilizé el
programa CurveExpert 1.3 de Windows".

La comparacidn entre las curvas de crecimiento se calculd mediante
el analisis de la covarianza (ANCOVA). Se realizo un analisis de una via
usando como covariante los dpi. Para las comparaciones ANCOVA de las
curvas logisticas, fue necesario realizar las siguientes transformaciones
logaritmicas: tAC = In [(AC max — AC) / AC], tP = In [(P mdx — P) / P],
tLoC = In [(LoC max — LoC) / LoC] y tAnC = In [(AnC mdx — AnC) /
AnC]J. Las curvas de crecimiento de los grupos fueron comparadas usando
el mismo y, (el mayor) (ver VALERO et al., 2001 a, b). Las medidas
tamafio-efecto fueron controladas mediante los estadisticos Power y ETA
(NORUSIS, 2007), usando unicamente los adultos obtenidos entre los 22 y
175 dpi en los tres grupos. El analisis de los datos fue llevado cabo

mediante el software SPSS v. 15.0 (Windows®) (HP WokStationx 1100).
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4.2.2.2.- ESTUDIO DEL PERIODO PREPATENTE Y DE LA EMISION

DE HUEVOS DE ADULTOS DE Fasciola hepatica

4.2.2.2.1.- NIVELES DE INFECCION

Se ha utilizado en nuestra segunda parte del experimento los mismos
tres niveles de infeccion anteriores: grupo I: de 1 a 3 adultos/rata; grupo II:

de 4 a 6 adultos/rata y grupo III: de 7 6 mas adultos/rata.

4.2.2.2.2.- ESTUDIO DEL PERIODO PREPATENTE

Hemos utilizado 26 ejemplares del total de las ratas con el fin de
estudiar el pp y la emision de huevos de los digénidos. Diariamente fueron
recolectadas heces frescas a las 9,00 horas de la mafiana, comenzando en el
dia 30 post-infeccion, de cada uno de los animales y fueron almacenadas en
placas Petri para evitar su deshidratacion antes de examinarlas. La
deteccion e identificacion de huevos en heces fue llevada a cabo mediante
el anélisis de las preparaciones Kato-Katz (helm-TEST®, AK test, AK
Industria e Comeércio Ltda., Belo Horizonte, Brasil) (ver detalle, en capitulo

3, apartado 3.2.7) de cada una de las muestras diarias.

99



4.2.2.2.3.- ESTUDIO DE LA INTENSIDAD DE INFECCION (EMISION

DE HUEVOS)

En las 26 ratas mencionadas anteriormente y mediante el mismo
procedimiento, se procedid a contar el nimero de huevos en heces. Como
la emision de huevos en heces por individuo muestra fuertes fluctuaciones
diarias en murinos, se hizo necesario repetir los examenes para obtener
datos cuantitativos fiables (VALERO et al., 2002). Los dias entre los que
se realizaron los examenes coproldgicos se encuentran comprendidos entre
el 182 dpi (26 semanas) y el 252 dpi (36 semanas). En el dia 252 post-
infeccidn las ratas fueron sacrificadas. Se calculd la media de produccion

de huevos por trematodo y por dia.

4.2.2.2.4.- ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de la relacion entre el pp frente al nimero de
trematodos/rata asi como la media de hgh/adulto/rata frente a la carga
parasitaria fue llevado a cabo usando ANOVA de una via. El analisis de los

datos se realizo mediante el software SPSS v. 15.0 (Windows").
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4.3- RESULTADOS

4.3.1- ESTUDIO DE LA EVOLUCION DEL CRECIMIENTO DE LOS

ADULTOS DE Fasciola hepatica

Una vez fueron sacrificados los ejemplares para la obtencidon de
adultos de F. hepatica, el parénquima hepatico (PH) de las ratas infectadas
presentaba adultos en migracion a los 30 dpi. La infeccion se encontraba
confinada al conducto hepatico comun desde el dia 40 post-infeccion. Los
resultados de las medidas morfométricas para cada grupo de edad (dpi) en
los tres grupos estudiados se muestran en la Tabla 1. Cabe destacar que se
ha detectado una gran variacion en el tamafio de los trematodos de la
misma edad (véase Tabla 1). Por este motivo, para calcular las trayectorias

ontogencéticas fue utilizada la media de las medidas de cada grupo de edad.
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Grupo Edad/Dpi | N° Adultos Area Corporal (AC) Perimetro (P) Longitud Corporal (LoC) | Anchura Corporal (AnC)

| 30 8 8,9+1,2 (7,7-10,4) 15,0+1,8 (12,4-16,8) 5,7+0,4 (5,2-6,3) 2,2+0,2 (2,0-2,4)

| 40 6 23,3+14,0 (9,4-38,2) 22,046,9 (14,1-29,3) 7,8+2,4 (4,8-10,6) 4,0+1,4 (2,5-5,6)

| 50 14 38,1+13,2 (16,0-61,5) 28,3+4,5 (20,4-35,5) 9,8+1,5 (7,5-12,1) 5,4+1,2 (3,1-7,3)

I 75 11 81,2+42,8 (20,3-154,6) 39,7+11,5 (20,6-60,6) 14,2445 (7,2-22,2) 7,74¢2,0 (4,1-9,8)

1 100 6 136,8+24,8 (103,4-169,3) 51,3+6,1 (42,2-58,4) 17,0£2,2 (13,9-19,4) 11,5+0,8 (10,7-12,4)
| 150 7 158,8+29,8 (129,9-197,7) 57,5+6,3 (49,4-65,8) 19,7+3,2 (14,9-23,8) 11,341,3 (9,3-12,6)
I 175 3 183,8+45,5 (131,2-210,1) | 60,4+8,1 (51,0-65,3) 20,4+2,5 (17,6-22,2) 12,8+1,8 (10,7-13,8)
1 200 1 164,0 59,0 20,0 11,7

| 225 5 150,3+33,4 (106,0-191,8) 54,916,3 (46,1-62,9) 18,9+2,6 (15,5-22,4) 11,6+1,1(10,0-12,9)
1 230 1 183,5 52,7 21,2 12,2

| 300 2 62,8 34,8 11,3 7,7

1l 22 3 2,0+1,0 (0,8-2,7) 6,0+1,7 (4,1-7,1) 2,740,8 (1,8-3,2) 0,9+0,3 (0,6-1,1)
1] 30 3 8,3+1,6 (7,0-10,1) 15,9%1,2 (14,6-17,1) 5,7+0,4 (5,5-6,3) 2,0+0,2 (1,8-2,3)
] 40 10 19,5+9,4 (11,8-36,5) 20,3+4,5 (16,0-28,0) 7,1+1,6 (5,8-9,8) 3,8+1,0 (2,8-5,7)
1] 46 4 35,7+8,9 (23,7-45,2) 25,2+2,7 (21,7-28,2) 11,041,1 (9,5-12,2) 4,6+0,7 (3,6-5,3)
] 100 6 114,5+14,7 (97,4-133,8) 48,742,9 (44,4-52,2) 16,8+1,0 (15,3-18,2) 9,7+1,0 (8,6-10,9)
I 107 5 104,3+13,7 (88,2-124,7) 40,8+2,4 (37,5-43,7) 17,0+1,1 (15,4-18,2) 8,8+0,8 (8,2-10,1)
1] 140 3 98,4+44,5 (47,7-130,4) 37,848,9 (27,5-43,1) 15,0£3,2 (11,5-17,6) 9,0+2,9 (5,9-11,6)
] 162 2 151,2 49,3 20,9 10,3

1l 175 4 120,4+10,1 (107,4-132,0) 49,2+2,7 (45,5-52,1) 16,7+1,2 (15,1-17,9) 10,3+0,4 (9,9-10,7)
] 225 3 141,0421,4 (116,5-155,9) 52,9+4,0 (48,3-55,3) 18,2+0,9 (17,2-18,9) 11,141,2 (9,8-12,1)
1l 239 4 106,1+32,1 (60,9-130,7) 39,9+6,6 (30,7-44,8) 16,0+2,8 (12,4-18,6) 9,3%1,3 (7,3-10,4)
Il 243 4 133,849,5 (124,0-144,7) 46,6+1,2 (45,6-48,3) 19,4+0,6 (19,0-20,3) 9,840,5 (9,3-10,4)
] 300 11 132,5429,4 (97,2-184,3) 52,1+7,1 (43,6-65,0) 17,943,0 (14,5-23,4) 10,6+0,7 (9,7-11,6)
11} 30 2 6,4 14,2 5,0 1,9

11} 75 8 83,4+22,4 (46,4-106,3) 40,2+4,9 (31,6-47,3) 14,9+2,1 (11,3-17,4) 7,8+1,2 (5,7-9,2)
n 88 20 75,3+17,9 (40,4-106,8) 34,3+3,9 (24,7-40,8) 14,2+1,6 (10,0-17,0) 7,3%1,2 (5,4-9,2)
11} 105 9 82,1+21,8 (39,6-104,7) 37,1+5,1 (26,7-42,1) 16,1+2,2 (11,8-18,3) 7,2+1,2 (4,8-8,5)
LI} 107 9 114,8422,0 (82,0-138,2) 42,043,7 (36,7-46,1) 17,241,4 (15,2-19,0) 9,4+1,3 (7,2-10,8)
11} 175 10 117,1+17,6 (94,4-147,9) 48,9+4,2 (44,1-55,5) 17,3+1,7 (15,3-20,0) 9,70,7 (8,7-10,8)
1 300 6 80,2+7,8 (70,1-91,8) 40,6+2,1 (38,8-44,4) 13,6+0,8 (13,0-14,9) 8,6+0,8 (7,8-9,8)
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Tabla 1. Evolucion de las medidas biométricas de F. hepatica en ratas de la cepa Wistar en funcion de la edad (en dias) en diferentes
niveles de infeccion (Grupo I: 1-3 adultos/rata; Grupo II: 4-6 adultos/rata; Grupo III: 7 6 mas adultos/rata). Todos los valores se muestran
con la media + el error estandar y el rango; n es el tamafio de la muestra (AC: mm?, P, LoC y AnC: mm).



4.3.1.1.- TRAYECTORIAS ONTOGENETICAS

La Tabla 2 muestra los modelos logisticos que mejor se han ajustado
para cada medida en cada grupo de edad (dpi) comprendidos entre los 22 y
300 dpi (Figs. 3-6). Los valores de R’ son estadisticamente significativos en
relacion a todas las medidas analizadas. Se observan diferencias
significativas (ANCOVA) (p<0,05) en los cuatro pares de variables
transformadas con respecto a la edad de las poblaciones de trematodos
hepaticos en los tres grupos de estudio (TAC-dpi: F: 0,000, power: 1,00,
ETA: 0,26; TP-dpi: F: 0,000, power: 1,00, ETA: 0,22; TLoC-dpi: F: 0,000,
power: 0,99, ETA: 0,13; TAnC-dpi: F: 0,000, power: 1,00, ETA: 0,26).
También se observan diferencias significativas (ANCOVA) en las curvas
de crecimiento, entre los grupos [ y II (TAC-dpi: F: 0,000, power: 0,99,
ETA: 0,17; TP-dpi: F: 0,000, power: 0,99, ETA: 0,16; TLoC-dpi: F: 0,022,
power: 0,64, ETA: 0,06; TAnC-dpi: F: 0,000, power: 0,99, ETA: 0,18),
grupos I y I (TAC-dpi: F: 0,000, power: 1,00, ETA: 0,27; TP-dpi: F:
0,000, power: 1,00, ETA: 0,21; TLoC-dpi: F: 0,000, power: 0,99, ETA:
0,15; TAnC-dpi: F: 0,000, power: 1,00, ETA: 0,27) y los grupos II y III
(TAC-dpi: F: 0,002, power: 0,88, ETA: 0,10; TP-dpi: F: 0,042, power:
0,53, ETA: 0,04; TLoC-dpi: F: 0,003, power: 0,86, ETA: 0,09; TAnC-dpi:
F: 0,007, power: 0,78, ETA: 0,80). El grupo I muestra una y,, mayor en las

cuatro variables (AC, P, LoC y AnC) que los grupos II y III. El grupo II
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muestra una y,, mayor en las cuatro variables (AC, P, LoC y AnC) que el
grupo III, es decir cuando el nimero de adultos de F. hepatica aumenta en
el conducto hepatico, los valores de y,, de las diferentes variables (AC, P,

LoC y AnC) disminuye.
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Ym -k + E.S. z,+ E.S. R? sse t;
Grupo I
AC 151,0 0,0631 £0,0342  81,250+190,184 0,77 10280,4 69,7
P 53,5 0,0494 +£0,0188 10,9625 + 10,3467 0,82 460,6 48,5
LoC 18,5 0,0469 + 0,0200 9,2285+9,2985 0,78 67,3 47,4
AnC 11,5 0,0525+0,0171 17,3969 + 15,9994 0,86 18,7 54,4
Grupo IT
AC 127,0 0,0535+0,0122 41,5494 £34,5562 0,93 23112 69,7
P 46,5 0,06927 +£0,0270 20,0801 + 21,0242 0,91 256,1 43,3
LoC 17,5 0,0792 +£0,0257 27,1006 + 26,8837 0,93 27,7 41,7
AnC 10,0 0,0676 +0,0169 27,8442 + 19,1974 0,97 4,6 49,2
Grupo 111
AC 98,0 0,0754 +£0,0425 97,7024 £ 306,883 0,82  1463,2 60,8
P 43,0 0,0480 £ 0,0135 7,8836 £ 6,0588 0,86 98,8 43,0
LoC 16,0 0,0693 +0,0228 17,5975+ 16,5104 0,90 10,9 41,4
AnC 9,0 0,0549 +0,0139 17,1078 £ 15,5071 0,90 4,1 51,7

Tabla 2. Comparacién de los diferentes niveles de infeccion (Grupo I: 1-3 adultos/rata;
Grupo II: 4-6 adultos/rata; Grupo III: 7 6 mas adultos/rata) en el modelo logistico (¥)
aplicado a los adultos de Fasciola hepatica obtenidos de forma experimental en ratas
Wistar (z, y k son constantes que aparecen en el modelo; E.S. es el error estandar; R’ es
el coeficiente de correlacion; y,, es el valor maximo de los caracteres biométricos; sse:

el valor residual minimo cuadratico) (y,,: mmy ¢#: dias).
(M) y=ym/[1 +z,exp (-kt)]
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Evolucién del Area Corporal en funcién del tiempo (Grupo I)
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Evolucion del Area Corporal en funcién del tiempo (Grupo I1)
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Figura 3. Evolucion del Area Corporal en funcion del tiempo segin el modelo logistico (*). Grupo 1 —
Azul; Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo I; B: Grupo II; C: Grupo III; D: Evolucion

comparada de los tres grupos analizados (Grupos I, L y III). (*) y =,/ [1 + z,exp (-kt)]
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Evolucién del Area Corporal en funcién del tiempo (Grupo IlI)
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Evolucién Comparativa del Area Corporal en funcién del tiempo en los tres grupos
de estudio.
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Figura 3. (Cont.). Evolucion del Area Corporal en funcién del tiempo segin el modelo logistico (¥).
Grupo I — Azul; Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo I; B: Grupo II; C: Grupo III; D:
Evolucion comparada de los tres grupos analizados (Grupos I, Iy III). (*) y =,/ [1 + z,exp (-kt)]
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Evolucion del Perimetro en funcion del tiempo (Grupo )
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Evolucion del Perimetro en funcion del tiempo (Grupo Il)
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Figura 4. Evolucion del Perimetro en funcion del tiempo segin el modelo logistico (*). Grupo I — Azul;
Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo I; B: Grupo II; C: Grupo III; D: Evolucion comparada de
los tres grupos analizados (Grupos L, 1 y II). (*)y=y,,/[] + z,exp (-kt)]
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Evolucion del Perimetro en funcién del tiempo (Grupo Ill)
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Evolucion Comparativa del Perimetro en funcién del tiempo en los tres grupos de
estudio.
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Figura 4. (Cont.). Evolucién del Perimetro en funcion del tiempo segtn el modelo logistico (*). Grupo I
— Azul; Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo [; B: Grupo II; C: Grupo III; D: Evolucion
comparada de los tres grupos analizados (Grupos I, Il y III). (*) y =y,,/ [1 + z,exp (-kt)]
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Evolucion de la Longitud Corporal en funcién del tiempo (Grupo I)
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Evolucion de la Longitud Corporal en funcion del tiempo (Grupo Il)
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Figura 5. Evolucion de la Longitud Corporal en funcién del tiempo segun el modelo logistico (*). Grupo
I — Azul; Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo I; B: Grupo II; C: Grupo III; D: Evolucién
comparada de los tres grupos analizados (Grupos I, Il y III). (*) y =y,,/ [1 + z,exp (-kt)]
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Evolucioén de la Longitud Corporal en funcién del tiempo (Grupo lll)
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Evoluciéon Comparativa de la Longitud Corporal en funcién del tiempo en los tres
grupos de estudio.
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Figura 5. (Cont.). Evolucion de la Longitud Corporal en funcion del tiempo segun el modelo logistico
(*). Grupo I — Azul; Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo I; B: Grupo II; C: Grupo III; D:
Evolucion comparada de los tres grupos analizados (Grupos L, Il y III). (*) y = y,,/ [1 + z,exp (-kt)]
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Evolucién de la Anchura Corporal en funcion del tiempo (Grupo I)
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Evolucion de la Anchura Corporal en funcién del tiempo (Grupo Il)
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Figura 6. Evolucion de la Anchura Corporal en funcion del tiempo segin el modelo logistico (*). Grupo I
— Azul; Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo [; B: Grupo II; C: Grupo III; D: Evolucion
comparada de los tres grupos analizados (Grupos I, Il y III). (*) y =y,,/ [1 + z,exp (-kt)]
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Evolucién de la Anchura Corporal en funcién del tiempo (Grupo Ill)
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Evolucion Comparativa de la Anchura Corporal en funcién del tiempo en los tres
grupos de estudio.
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Figura 6. (Cont.). Evolucion de la Anchura Corporal en funcion del tiempo segiin el modelo logistico
(*). Grupo I — Azul; Grupo II — Rojo y Grupo III — Verde. A: Grupo I; B: Grupo II; C: Grupo III; D:
Evolucion comparada de los tres grupos analizados (Grupos L, Il y III). (*) y = y,,/ [1 + z,exp (-kt)]
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4.3.1.2.- TASA DE CRECIMIENTO “»”

La evolucién de la tasa de crecimiento tedrica () en funcion de y en
los tres grupos de estudio analizados se muestra en la Fig. 7. Hemos
obtenido funciones lineales con pendiente negativa. Para la variable AC
(Fig. 7 A), se han obtenido los siguientes resultados: » es siempre menor en
el grupo II que en el grupo I; » es mayor en el grupo III que en los grupos I
y II unicamente en la primera fase de desarrollo. En cuanto a las variables P
(Fig. 7 B) y AnC (Fig. 7 D) hemos obtenido los siguientes resultados: » es
siempre menor en el grupo III que en el grupo I; » es mayor en el grupo 11
que en los grupos 1 y III, sélo en la primera fase de desarrollo. Finalmente,
para la variable LoC (Fig. 7 C), obtuvimos lo siguiente: » es menor en el
grupo I que en los grupos II y III en la primera fase de desarrollo. En
conclusion, en la primera fase de desarrollo no se detecta un patréon de
disminucion en las tasas de crecimiento de los grupos II y III frente al
grupo . Sin embargo, en los grupos II y III, se detectan menores tasas de
crecimiento » que el grupo I cuando las medidas biométricas se acercan al
valor maximo y,,. Este tipo de heterocronia es clasificado o conocido como
neotenia (ALBERCH et al., 1979). Es decir, la persistencia de caracteres

larvarios o juveniles después de haber alcanzado el estado adulto.
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Figura 7. Evolucion de la tasa tedrica de crecimiento » en funciéon de cada variable
biométrica analizada en los tres grupos de estudio: Grupo I — Azul; Grupo II — Rojo y
Grupo IIT — Verde. A: r AC versus AC; B: r P versus P; C: r LoC versus LoC; D: r AnC
versus AnC.

115



r LoC

r AnC

0,07 -

0,06 -

0,05 4

0,04

0,03 4

0,02 4

0,01

0,00 ‘ \ \ \ \ \ \
4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00

LoC (mm)

0,06

0,05

0,04 1

0,03

0,02 -

0,01

0,00 T T T T T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

AnC (mm)

Figura 7. (Cont.). Evolucion de la tasa tedrica de crecimiento » en funciéon de cada
variable biométrica analizada en los tres grupos de estudio: Grupo I — Azul; Grupo II —
Rojo y Grupo III — Verde. A: r AC versus AC; B: r P versus P; C: r LoC versus LoC; D:
r AnC versus AnC.
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4.3.1.3.- PUNTOS DE INFLEXION

Para todas las magnitudes analizadas, el valor de ¢ de las funciones
logisticas varia desde 41,4 hasta 69,7 dias post-infeccion (dpi) (véase Tabla
2). Estos valores tedricos son similares a los datos empiricos
correspondientes al pp que van desde el dia 39 al 59 post-infeccion (véase

Tabla 3).

4.3.2.- ESTUDIO DEL PERIODO PREPATENTE Y DE LA EMISION

DE HUEVOS DE LOS ADULTOS DE Fasciola hepatica

La Tabla 3 resume los resultados de las infecciones experimentales
con respecto, tanto al pp, asi como a la cantidad de huevos emitidos por
gramo de heces y por adulto (hgh/adulto). Los datos fueron recopilados
entre los dias 182 y 252 post-infeccion de acuerdo con el nivel de
infeccion. Se ha calculado la media y los valores maximo y minimo.

Se ha detectado diferencias significativas (ANOVA) (p: 0,0021) en
el pp en funcion del nimero de trematodos por rata. Asi, el pp parece ser
dependiente del nivel de infeccion, disminuyendo cuando la carga
parasitaria aumenta (véase Fig. 8). También se ha encontrado diferencias
significativas (ANOVA) (p: 0,003) en la cantidad de huevos por gramo de

heces y por adulto frente al nimero de trematodos por rata. De tal forma
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que la cantidad de hgh/adulto parece ser dependiente del nivel de infeccion,
disminuyendo cuando aumenta la carga parasitaria (véase Fig. 9). Ambos,
por tanto, presentan una relacidon inversamente proporcional con el nimero

de trematodos adultos presentes en el conducto hepatico.
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N Media + E.S. Minimo Maximo

Grupo 1

pp (dias) 10 483+4,4 43 59
Max hgh/adulto 3091 +2609,9 1291,2 10118,4

Grupo II

pp (dias) 10 46,4 +£2,7 43 53
Max hgh/adulto 1896,2 + 847,2 628,2 2836,8

Grupo I1I

pp (dias) 6 44,0 +2,7 39 46
Max hgh/adulto 716,9 + 195,6 4242 963,6

Tabla 3. Datos de la emision de huevos de las ratas infectadas de forma experimental:
periodo prepatente (pp) en dias y nimero maximo de huevos por gramo de heces por

adulto y por dia (hgh/adulto).
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ESTUDIO DEL PERIODO PREPATENTE
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Figura 8. Evolucion de la duracion del periodo prepatente en los diferentes
grupos de estudio.

ESTUDIO DE LA EMISION DE HUEVOS
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Figura 9. Evolucion de la intensidad de infeccion, mediante la emision de
huevos, en los diferentes grupos de estudio.
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4.4.- DISCUSION

Son varios los aspectos a través de los cuales se pone de manifiesto
el “crowding effect” en trematodos adultos: existe un menor desarrollo del
adulto, varia el tiempo requerido para que los trematodos juveniles
maduren y para que se inicie, por tanto, la emision de huevos, y ademas se
disminuye la cantidad de huevos por gramo de heces y por adulto cuando el
numero de trematodos es elevado. Estos aspectos han sido descritos en
diferentes grupos de Trematodos: Schistosoma mansoni (COELHO et al.,
1976), Zygocotyle lunata (FRIED & NELSON, 1978), Philophthalmus
megalurus 'y P. gralli (NOLLEN, 1989), Echinostoma revolutum
(FRANCO et al., 1988), Echinostoma caproni (YAO et al., 1991). En el
caso de F. hepatica, el “crowding effect”, es decir, las manifestaciones que
ocurren sobre el adulto en relacion al numero de trematodos presentes en el
higado (el tamafio del trematodo o la produccion de huevos), es un
fenomeno que se ha mencionado en ganado vacuno y ovino
(MONTGOMERIE, 1928; ROSS, 1965; BORAY, 1967, 1969; SYKES et
al., 1980; SMITH, 1982).

En ratas albinas de laboratorio, el “crowding effect” ha sido
estudiado por algunos autores. Estos estudios analizan la influencia que el
“crowding effect” tiene sobre el tiempo que emplea el parasito en migrar

desde el parénquima hepatico hasta el canal biliar (THORPE, 1965), el
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efecto sobre el periodo prepatente (RAJASEKARIAH & HOWELL, 1977),
asi como sobre el tamafio del adulto (RAJASEKARIAH & HOWELL,
1977; REDDIGTON et al., 1984). Sin embargo, en estos trabajos, las
técnicas experimentales no han sido estandarizadas con respecto al modo
de administracion de la dosis infectiva, ni si quiera respecto a la edad de los
trematodos adultos analizados o la cepa de las ratas utilizadas. Estos hechos
dificultan la comparacion de los resultados obtenidos con los nuestros.
Ademas, el “nivel de infeccion” se cuantifica mediante el numero de
adultos juveniles recién desenquistados de F. hepatica (del inglés “newly
excysted juvenile”, NEJ) que se ha inoculado, y no por los trematodos
recuperados en el higado. RAJASEKARIAH & HOWELL (1977)
infectaron ratas macho de la cepa Wistar con 1, 5, 10 6 20 metacercarias
mediante el uso de sondas estomacales y observaron que no se manifesto
ningun efecto relacionado con la inhibicién competitiva ni en el pp ni en el
tamafio de los adultos de edades comprendidas entre 57 y 60 dias. Por otro
lado, estos autores indicaron que la proporcion de adultos que se
desarrollaban o que maduraban en las ratas era el mismo
independientemente de la dosis de metacercarias administradas a cada
grupo de estudio. Este hecho esta probablemente correlacionado con no
haber detectado diferencias significativas en el pp al igual que en el tamafio
de los adultos en los diferentes grupos analizados. REDDIGTON et al.

(1984) infectaron a ratas machos y hembras Sprague y Dawley mediante
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inyeccion intraperitoneal de 5, 10, 20, 30 6 50 NEJ de F. hepatica. Estos
autores mostraban que cuando el tamafio de la dosis infectiva se
incrementaba de 5 a 50 NEJ, a los 90 dias post-infeccion (dpi), el
porcentaje de adultos recuperados de los higados de las ratas infectadas
disminuia. Con una dosis infectiva de 5 y 10 NEJ, los adultos recuperados
eran trematodos adultos grandes y fueron encontrados en el conducto
hepatico comun. En ratas que recibieron infecciones de 30 y 50 NEJ, se
detectaron dos poblaciones diferentes de trematodos; por un lado, se
recuperaron trematodos maduros del conducto hepatico comun y por otro,
pequeiios adultos en el parénquima hepatico. Los resultados obtenidos,
cuando la infeccion es llevada a cabo mediante NEJ, son dificiles de
comparar con los datos de ratas infectadas con sondas estomacales ya que,
el numero de adultos obtenidos mediante la utilizacion de la técnica de
inoculacién de metacercarias por sonda estomacal es siempre menor que el
nimero que se obtiene si se inoculan NEJ de forma experimental
(VALERO & MAS-COMA, 2000). Usando 20 metacercarias inoculadas
oralmente mediante una sonda estomacal en ratas Wistar hemos detectado
una poblacién unica, en el conducto hepatico comun, en la fase crdénica de
la infeccion.

El adulto de F. hepatica sufre un marcado proceso evolutivo en el
hospedador definitivo (DAWES & HUGUES, 1964; VALERO et al., 1996,

1998). Los modelos de crecimiento corporal para los adultos de F. hepatica
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han sido investigados por un nimero escaso de autores. VALERO et al.
(1996, 1998) investigaron los cambios que se producian en diferentes
parametros biométricos de F. hepatica con respecto a la edad del trematodo
(30, 40, 50, 75, 100 y 150 dias) en R. norvegicus y R. rattus. Los autores
concluian que las curvas de crecimiento correspondientes fueron todas
logisticas bajo condiciones de carga parasitaria de 1 a 4 adultos. Este hecho
demuestra que el desarrollo morfométrico del adulto de F. hepatica no es
ilimitado sino amortiguado y que no puede sobrepasar el caracteristico
valor méaximo y,. Nuestros resultados muestran que las trayectorias
ontogenéticas de los cuatro parametros analizados: AC, P, LoC y AnC
siguen un modelo logistico independientemente del nivel de infeccion.
Cuando se analiza la variacion de » para cada medida biométrica y (rAC,
P, rLoC y rAnC) frente a su correspondiente medida biométrica y (AC, P,
LoC y AnC), se observa una reduccion en la tasa de crecimiento en los
grupos II y III respecto al grupo I. No obstante, esta disminucion se
muestra al final de la etapa de desarrollo, es decir el “crowding effect”
siempre se manifiesta cuando las medidas biométricas del adulto se
aproximan a su y,, respectivo. El “crowding effect” se manifiesta, por tanto,
como una disminucion del valor de y,, en sus trayectorias ontogenéticas
debido a una reduccion en la tasa de crecimiento corporal.

Cuando el numero de trematodos que invade el higado es muy

elevado (es decir, una fuerte dosis de metacercarias migrando
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simultaneamente al parénquima hepatico), aumenta el tiempo requerido,
por los trematodos juveniles, para alcanzar la madurez en los canales
biliares y también, por ello, aumenta el tiempo para iniciar la puesta y
emision de huevos a través de las heces del hospedador (BORAY, 1969).
En ovejas infectadas con 200 metacercarias, el periodo prepatente es de 63
dias, mientras que en la misma especie hospedadora pero con infecciones
mas severas (infectadas con 2000 metacercarias) los huevos aparecen a las
13-15 semanas después de la ingestion (BORAY, 1969). THORPE (1965)
obtuvo similares resultados usando ratas macho de la cepa Wistar y
empleando dosis orales infectivas de 5, 20, 40, 80 y 160 metacercarias por
rata. Los ejemplares fueron diseccionados a las 2, 4, 6 y 19 semanas y
encontré que el “crowding effect” y la inhibicion competitiva, que se
mostraba por un retraso en la migracion del trematodo desde el parénquima
hepatico hasta el canal biliar respectivamente, estaban asociadas a niveles
elevados de infeccion. En nuestro experimento el pp disminuye cuando el
numero de trematodos en el canal biliar aumenta pero usando dosis bajas
de infeccion (20 metacercarias/rata). El comienzo de la emision de huevos
al medio externo constituye el factor bioldgico que marca la transicion de
la curva, es decir, el punto que divide la fase de crecimiento exponencial de
la fase de saturacion.

La produccion de huevos (hgh/adulto/dia) de F. hepatica en ratas de

la cepa Wistar parece estar restringida por la carga parasitaria de
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trematodos en el canal biliar, lo cual actiia reduciendo la fecundidad del
adulto. Una relacion similar entre la carga parasitaria y la produccion de
huevos ha sido demostrada en ovejas, oscilando desde una media de 25000
huevos/dia/parasito  adulto en infecciones leves hasta 8800
huevos/dia/parasito adulto en infecciones mas severas (BORAY, 1969;
WILSON et al., 1982).

El presente estudio demuestra como cuantificar la significancia del
“crowding effect” en el desarrollo del adulto de F. hepatica dentro del
hospedador definitivo, mas concretamente sobre el crecimiento del adulto,
el pp y la produccion de huevos. Esta cuantificacion puede ser de gran
interés en estudios epidemioldgicos y en investigacion sobre experimentos
in vivo de diferentes farmacos antihelminticos y vacunas asi como en

estudios de patologia, inmunologia y resistencia a fAirmacos.
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Capitulo Quinto

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA

LITIASIS
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5.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA LITIASIS

5.1.- INTRODUCCION

La litiasis es la presencia de calculos o piedras en alguna via excretora
del cuerpo humano y de los animales (urinaria, biliar, pancreatica,
salivales, lagrimales, etc.), variando su denominacion en funcion del
organo donde se forman. En este capitulo nos centraremos en las litiasis de
las vias biliares.

Los calculos biliares en humanos se clasifican en dos grupos (CETTA,
1991; KODAKA et al., 1995): a) calculos de colesterol (formados
principalmente por colesterol y diferentes sales calcicas en baja proporcion)
y b) célculos pigmentarios (que, en caso de contener colesterol, éste se
encuentra en cantidades minimas, junto con proporciones variables de
pigmentos y sales calcicas tanto orgdnicas como inorganicas). A su vez,
éstos ultimos se subdividen en calculos negros y marrones. Mientras que
los calculos pigmentarios marrones contienen bilirrubinato calcico,
pequeiias cantidades de colesterol y palmitato calcico u otros 4cidos grasos
de calcio, las piedras pigmentarias negras presentan fundamentalmente
carbonato calcico, fosfato, y polimeros de bilirrubina que raramente

contienen colesterol y nunca cantidades evidentes de palmitato de calcio.
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VALERO et al. (2000) en infecciones experimentales de F. hepatica
en ratas de laboratorio, han revelado la presencia simultanea de vermes
junto con calcificaciones en el lumen de la via biliar principal. En dicho
estudio, se analizd la posible asociacion entre la litogénesis y la fasciolosis
cronica en ratas, determinidndose que se trataba de tipicos célculos
pigmentarios marrones, puesto que estaban formados por palmitato de
calcio y estearato calcico.

Los diferentes estudios epidemioldgicos en humanos, muestran que en
zonas hiperendémicas de fasciolosis humana, los individuos adultos
infectados mantienen los parasitos adquiridos en su juventud. Ademas, es
probable la reinfeccion como consecuencia de habitar zonas de endemia
con alto riesgo de transmision. Este y otros hechos sugieren que, en dichas
areas, la mayoria de los sujetos adultos deben encontrarse en la fase cronica
avanzada de la enfermedad, junto con lesiones agudas producidas por las
infecciones repetidas. De hecho, y tal como reflejan MAS-COMA et al.
(2007, 2009 b), dichas lesiones se superponen con la enfermedad cronica
con relativa frecuencia.

En la fasciolosis, en la fase cronica u obstructiva, la presencia de
calculos dentro de los conductos biliares (hepatolitiasis) ha sido descrita en
numerosas ocasiones en humanos (WONG et al., 1985; KHELIFI et al.,
2006; BAHCECIOGLU et al., 2007). En la fasciolosis humana, aunque

puede existir una Unica piedra concomitante a la parasitacion, normalmente

130



se presentan varias piedras pigmentarias de tamafio pequefio (PINA
ARROYO et al., 1982; WONG et al., 1985).
El objeto de nuestro estudio es analizar el efecto de la litiasis sobre el

tamafio del adulto de F. hepatica.

5.2.- MATERIAL Y METODOS

Se describiran los materiales y métodos utilizados en el presente
capitulo de forma concisa. Para la descripcion més detallada ver el capitulo

3: material y métodos.

5.2.1.- MATERIAL

El material que ha sido utilizado en el presente estudio se describe a
continuacion:

Hospedador intermediario. Los hospedadores intermediarios utilizados
han sido Unicamente caracoles de la especie Galba truncatula originarios
de los Valles Andinos del Perd, concretamente del Valle de Cajamarca.

Hospedador definitivo. Como hospedadores definitivos experimentales
se han utilizado un total de 53 ejemplares macho albinos de Rattus

norvegicus de la cepa Wistar.
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Material parasitolégico. Para la infeccion de los hospedadores
intermediarios se han utilizado huevos de F. hepatica obtenidos a partir de

parasitos de especies hospedadoras del Valle de Cajamarca (Pert).

5.2.2.- METODOS Y TECNICAS

5.2.2.1.- GRUPOS DE ESTUDIO

En este caso, atendiendo a la intensidad de infeccion, se dividid
nuestro experimento en dos grupos de estudio: de baja-media parasitacion
comprendiendo de 1 a 6 adultos/rata y de alta parasitacion comprendiendo
de 7 6 mas adultos/rata.

A su vez, se subdividieron estos dos grupos en otros dos, atendiendo
a la presencia o ausencia de litiasis, obteniendo de ese modo 4 grupos de
estudio:

e grupo [: baja parasitacion con litiasis;
e grupo II: alta parasitacion con litiasis;
e grupo III: baja parasitacion sin litiasis y

e grupo [V: alta parasitacion sin litiasis.
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5.2.2.2.- OBTENCION DE LOS ADULTOS DE Fasciola hepatica

Todos los adultos parasitos analizados se encontraban por encima de
los 100 dias post-infeccion. Los 53 animales fueron sacrificados entre los
dias 124 y 491 post-infeccion (dpi), recuperandose un total de 188
trematodos adultos. El nimero de pardsitos adultos encontrados y
analizados en los diferentes grupos se resume a continuacion, indicandose
la media y la desviacion estandar del numero de adultos/rata: A) grupo I:
52 parasitos provenientes de 24 ratas, con una media 2,2 + 1,3 adultos/rata;
B) grupo II: 50 adultos provenientes de 6 ratas (8,3 = 2,7 adultos/rata); C)
grupo III: 41 adultos provenientes de 17 ratas (2,4 + 1,4 adultos/rata) y D)
grupo IV: 45 adultos provenientes de 6 ratas (adultos/rata de 7,5 + 1,2).

Los especimenes adultos de los trematodos hepaticos se fijaron con
solucion Bouin entre portaobjetos y cubreobjetos (sin presion), se tifieron
con carmin boracico de Grenacher y se montaron en balsamo de Canada

(Panreac”, Barcelona, Espafia).

5.2.2.3.- TECNICAS DE MEDIDA Y ANALISIS DE DATOS

En el capitulo de material y métodos se detalla como se realiz6 el
estudio morfométrico (véase apartado 3.2.6.1). Las medidas de los 6rganos

realizadas son: a) medida de superficie (mm?): area corporal (AC); y b)
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medidas lineales (mm): perimetro (P), longitud corporal (LoC) y anchura
corporal (AnC). Para la comparacion de las medias de las medidas
morfométricas de los fascidlidos presentes en ratas con presencia y
ausencia de litiasis, se utiliz6 la prueba T de Student para muestras
independientes. Ademads, se realizO un andlisis multivariante de
componentes principales utilizando el programa BAC v.2 (DUJARDIN,
2002) (véase apartado 3.2.8). A partir del analisis de los componetes
principales se realizo un ANOVA de dos vias. Para el analisis estadistico

de los datos se utilizo el software SPSS v. 15.0 (Windows").

5.3.- RESULTADOS

Los resultados de las medidas morfométricas para cada grupo de

estudio en relacion a su carga parasitaria se muestran en las Tablas 4 y 5.
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Grupo | Edad/Dpi

N° Adultos

Area Corporal (AC)

Perimetro (P)

Longitud Corporal (LoC)

Anchura Corporal (AnC)

] 124

13

113,4+23,0 (67,4-160,7)

40,3%3,8 (31,6-47,8)

15,9+1,4 (12,6-18,5)

10,1415 (7,3-12,2)

] 129

111,3£13,4 (96,6-139,6)

41,1+2,8 (37,6-47,4)

17,0+1,5 (15,2-20,3)

9,210,5 (8,5-9,9)

] 132

133,2+13,0 (107,6-144,0)

44.,91,9 (41,1-46,2)

18,3%0,7 (17,2-19,5)

9,940.9 (8,5-10,7)

litiasis

] 153

129,2+13,8 (99,6-138,5)

43,7+2,7 (38,0-45,6)

17,8+1,3 (15,1-18,9)

10,1£0,4 (9,4-10,6)

Ratas con

] 231

136,6+30,3 (85,3-194,2)

45,3+6,8 (35,7-59,4)

17,741,8 (14,4-20,4)

10,8+1,4 (8,5-13,8)

] 300

80,2+7,8 (70,1-91,8)

40,6+2,1 (38,8-44,4)

13,6+0,8 (13,0-14,9)

8,6£0,8 (7,8-9,8)

\' 125

102,5¢14,4 (69,7-115,9)

40,1+2,7 (33,8-42,2)

17,0+1,1 (14,6-18,1)

8,4£0,9 (6,9-9,5)

\' 152

138,7+30,4 (92,0-177,3)

44,3+4.4 (37,1-49,3)

17,4%1,3 (15,1-18,6)

11,241,7 (8,5-13,5)

231

143,4+27,5 (102,1-179,8)

45,4150 (38,1-51,4)

18,312,3 (15,3-21,0)

11,040,9 (9,4-12,0)

itiasis
<

\' 242

146,3+15,0 (130,4-171,1)

46,5+2,3 (44,1-50,2)

19,1£0,8 (18,3-20,6)

10,740,7 (9,8-11,8)

Ratas sin

\'4 270

125,8+12,6 (95,6-139,1)

42,311,4 (39,8-44,7)

16,310,7 (15,2-17,4)

10,8+1,1(8,2-11,6)

\' 485

(O[O |00 |00 DO (N |©

109,2+17,2 (82,2-135,8)

39,9+3,5 (34,8-45,0)

15,9+1,6 (13,8-18,0)

9,740,9 (8,3-11,0)

Tabla 5. Evolucion de las medidas biométricas de F. hepatica en ratas de la cepa Wistar en funcion de la edad (en dias) con alta carga parasitaria.

Todos los valores se muestran con el rango y la media + la desviacion estandar; n = tamafio de la muestra (AC: mm?, P, LoC y AnC: mm).
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Las medidas biométricas obtenidas en el presente estudio, fueron
utilizadas para la elaboracion de los graficos en los que se compar6 la
evolucion de las diferentes variables (AC, P, LoC y AnC) frente a los dias
post-infeccion (dpi), diferenciando tanto la intensidad de infeccion como la
presencia o ausencia de litiasis (véase Figs. 10 y 11). En dichas graficas se
observa que las distintas medidas biométricas de los adultos concomitantes
con litiasis tienden a ser menores que las correspondientes a adultos

parasitos sin litiasis.
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Evolucién del AC en Baja Carga Parasitaria
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Figura 10. Evolucion de las diferentes medidas biométricas (AC, P, LoC y AnC) en funcion del tiempo de los adultos de F. hepatica obtenidos de ratas Wistar parasitadas
experimentalmente y que presentaban baja carga parasitaria con presencia y ausencia de litiasis.
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La prueba T para muestras independientes no muestra diferencias
estadisticas significativas entre las medias de AC, P, LoC, AnC de los 4
grupos de estudio. Sin bien cabe destacar que las medias de las diferentes
variables biométricas por grupos de estudio (Tabla 6) muestran en todos los
casos un mayor tamafio de los adultos cuando las ratas no presentaban

litiasis.

Grupo N Area Corporal (AC) Perimetro (P) Longitud Corporal (LoC) | Anchura Corporal (AnC)
| 52 155,5+40,4 47,546,3 18,9+2,8 11,441,6
1] x| 169,7+45,5 49,7+7,4 20,043,2 11,8+1,8
Il 50 117,8425,6 42,4+4,3 16,7+1,9 9,9+1,3
[\ 45 126,1+25,4 42,8+4,0 17,2417 10,3+1,4

Tabla 6. Medidas biométricas de adultos de F. hepatica en ratas Wistar (Grupo I: ratas
con baja parasitacion y litiasis; Grupo III: ratas con baja parasitacion sin litiasis; Grupo
II: ratas con alta parasitacion y litiasis; Grupo I'V: ratas con alta parasitacion sin litiasis).
Todos los valores se muestran con la media + la desviacion estandar; n = el tamafio de
la muestra (AC: mm?, P, LoC y AnC: mm).

El andlisis de los componentes principales muestra que el
componente principal 1 (CP1) explica el 92 % de las varianzas totales. Con
los datos obtenidos del mencionado analisis se hizo un ANOVA de dos
vias contemplando por un lado la presencia o ausencia de litiasis y por otro
la carga parasitaria (baja o alta). Los resultados estadisticos mostraron
diferencias significativas en el tamafio de los adultos, en funcidn tanto de la
carga parasitaria (p: 0,000) como de la presencia o ausencia de litiasis (p:

0,039). En ambos casos, y como puede observarse en los graficos, los
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tamafios son menores en alta carga parasitaria y en presencia de litiasis. En
las Figuras 12 y 13 se puede apreciar la diferencia entre el peso de cada
factor fijo (carga parasitaria y litiasis), observandose mayor significancia

estadistica en el primer caso.

Medias Marginales Estimadas del Factor Unico no Rotado

Baja Parasitacion
0,75000™] Alta Parasitacion

0,50000
0,25000
0,00000

-0,25000

-0,50000-] \
T T

Sin Litiasis Litiasis

Medias Marginales Estimadas

Figura 12. Medias estimadas del factor Unico no rotado de las diferentes medidas
biométricas utilizadas en parasitaciones sin litiasis y con litiasis, diferenciando los casos
de baja carga parasitaria (1-6 adultos/rata) (azul) y alta carga parasitaria (> 6
adultos/rata) (verde).
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Medias Marginales Estimadas del Factor Unico no Rotado

Sin Litiasis
0,75000 Litiasis

0,50000

0,25000

0,000007

-0,25000

Medias Marginales Estimadas

-0,50000

Baja Parasitacion Alta Parasitacion

Figura 13. Medias estimadas del factor Gnico no rotado de las diferentes medidas
biométricas utilizadas en casos de baja carga parasitaria (1-6 adultos/rata) y alta carga
parasitaria (> 6 adultos/rata), diferenciado la ausencia de litiasis (azul) y presencia de
litiasis (verde).

5.4.- DISCUSION

Existe una extensa literatura en relacion a la patologia biliar
provocada no sélo por la parasitacion de F. hepatica, sino también de otros
trematodos parasitos de las vias biliares como Opisthorchis viverrini, O.
felineus 'y Clonorchis sinensis (ONA & DYTOC, 1991; HASWELL-

ELKINS ez al., 1994; CHAPMAN, 1999; MANZANERA DIAZ et al.,
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2001; JUNKING et al., 2008; LIM et al., 2008; MARCOS et al., 2008). No
obstante, practicamente no existen estudios que analicen el efecto de la
patologia hepatica sobre la biometria del parasito.

F. hepatica produce una hepatopatia grave en ovinos. Los vermes
alcanzan el higado una semana después de la ingestion de las metacercarias
y originan un cuadro patoldgico, caracterizado por necrosis y hemorragias.
Salvo en procesos agudos, que producen bajas frecuentes debido al extenso
traumatismo, originado por la migracion intrahepatica de las fasciolas
inmaduras, en la fasciolosis cronica se da tiempo a una reacciéon organica
instaurandose lesiones visibles. Se desarrolla fibrosis hepatica, como
consecuencia de la fase migratoria y colangitis hiperplasica, por la
presencia de los vermes adultos en los conductos biliares y vesicula. En el
ganado vacuno, la reaccidon organica es mas enérgica que en el ovino,
produciéndose una intensa reaccion tisular, fibrosis y calcificacion de los
conductos biliares, que actuando como una barrera mecanica, confieren una
significativa resistencia frente a futuras reinfecciones (ROJO-VAZQUEZ
& FERRE-PEREZ, 1999).

La intensa erosion de la mucosa que ocasionan la actividad de las
fasciolas en los conductos biliares provoca una enérgica reaccion
inflamatoria, cuya reorganizacion es una fibrosis peribiliar. El movimiento
de los vermes extiende la fibrosis a casi todo el arbol biliar. La colangitis

hiperplasica es el resultado del traumatismo originado por los trematodos
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adultos en la mucosa de los conductos biliares. Ante la extensa erosion y
necrosis de la mucosa biliar se desarrolla una intensa reaccion inflamatoria
que interesa a la ldmina propia adyacente. La mucosa de los conductos
biliares se engrosa y estd hiperplasica. La rapida proliferacion celular
origina células poco diferenciadas que cubren la lamina propia congestiva y
edematosa (ROJO-VAZQUEZ & FERRE-PEREZ, 1999). Se ha
demostrado la similitud entre la hiperplasia biliar observada en ratas con la
fasciolosis inducida experimentalmente y la originada por la administracion
de prolina en la cavidad abdominal de ratas no infectadas (ISSEROFF et
al., 1977). Dicha descripcion del proceso impide, por tanto, el flujo
necesario de nutrientes para el desarrollo del parasito asi como, en
determinadas ocasiones, la formacion de pequeiias calcificaciones.

La compresion extrinseca del canal biliar principal por las venas
colaterales dilatadas junto con la fibrosis pericoledocal causada por el
proceso inflamatorio provoca trombosis portal conduciendo a la dilatacion
del arbol biliar. Este hecho puede provocar en ocasiones la formacion de
piedras biliares secundarias (PEREGO et al., 2003).

En ratas Wistar, la induccién litogénica de F. hepatica comienza a
manifestarse en situaciones de estados de cronicidad avanzada por encima
de los 100 dpi. La obstruccion de las vias biliares aumenta cuando los

trematodos hepaticos estan cerca de alcanzar su talla maxima, es decir, el
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retraso en la aparicion de piedras en ratas parasitadas por fasciolosis esta
correlacionado con el tiempo de desarrollo del parésito.

En el estudio de VALERO et al. (2003), en ratas parasitadas de modo
experimental, se observo que aumenta el riesgo relativo de litiasis cuando
aumenta el numero de parasitos en la via biliar principal de las ratas. En
relacion a estudios previos que relacionen la presencia de litiasis con la
talla del adulto de F. hepatica, unicamente el estudio experimental de
fasciolosis en ratas efectuado por DARCE (1998) sugiere una posible
relacion. En concreto, dichos estudios apuntan a que los adultos parasitos
recuperados en ratas con litiasis presentan menor tamafio que aquellos
provenientes de ratas sin litiasis. No obstante, dado que la muestra
analizada fue muy pequefia, dichos estudios no detectaron diferencias
estadisticas significativas.

En nuestro caso, los valores de las medidas biométricas individuales
de los adultos obtenidos en parasitaciones con litiasis muestran, en todos
los casos, un valor menor que los que no presentaban litiasis, coincidiendo
la tendencia general con los datos de DARCE (1998). En la Tabla 7 se
indican las diferentes medidas biométricas obtenidas por DARCE (1998).
Dicho autor tnicamente diferencio dos grupos de estudio: presencia y
ausencia de litiasis, sin hacer mencion a la carga parasitaria. En la Figura
14 se muestra un segundo analisis de componentes principales, incluyendo

los datos de DARCE (1998). Para representar graficamente el resultado en
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dos ejes se tuvieron en cuenta los dos primeros componentes (CP1, 92 % y
CP2, 5 %). Se ha representado la nube de puntos de las varianzas obtenidas
mediante su perimetro, observandose una similitud en el comportamiento
de los grupos de estudio en funcion de la presencia o ausencia de litiasis.
Nuestros resultados ponen de manifiesto que en la fasciolosis cronica
avanzada existen dos fenomenos independientes que interfieren en el

desarrollo del adulto: la carga parasitaria y la presencia/ausencia de litiasis.
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Figura 14. Mapa de factores correspondientes a los adultos de F. hepatica
experimentales en rata Wistar. Los ejemplares se proyectan sobre el primer (CP1) y el
segundo (CP2) componente principal. Cada grupo se representa por su perimetro:

@ cjemplares baja parasitacion con litiasis;® alta parasitacion con litiasis; @ ejemplares
de Darce (1998) con litiasis;

@ baja parasitacion sin litiasis; alta parasitacion sin litiasis y @ ejemplares de Darce
(1998) sin litiasis.

Los efectos de la fasciolosis crénica en las ratas implican una serie de
alteraciones fisiopatologicas, incluyendo un incremento en el flujo de bilis,
coleresis, y una hiperplasia del epitelio biliar (LOPEZ et al., 1993). Cuando
se produce coleresis, la bilis estancada se acumula en los hepatocitos y
alrededor de éstos, causando alteraciones en muchas rutas metabodlicas
(OUVINA et al., 1995). Estas variaciones podrian repercutir en el flujo
normal de metabolitos que aprovecha el parasito para su desarrollo y

supervivencia. De ese modo, seria posible que la libre disposicion de

nutrientes se viese reducida afectando al desarrollo final del parasito, lo que
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se traduciria como un menor crecimiento del mismo al compartir un
espacio comun con las calcificaciones circundantes.

Igualmente a lo que ocurre en ratas Wistar, en la fasciolosis humana
existe una grave reaccion tisular y presencia de litiasis en los conductos
biliares incluso con la presencia de un nimero bajo de trematodos (MAS-
COMA et al., 1999 b, 2000). Una vez que los parasitos se localizan en los
conductos biliares, éstos aparecen dilatados y esclerosados, con reaccion
inflamatoria crdnica en la periferia de los conductos biliares de tipo fibrosis
(FACEY & MARSDEN, 1960; CHEN & MOTT, 1990; GAJEWSKA et
al., 2005). Al disminuir el riego sanguineo debido a la fibrosis tisular, la
cantidad de nutrientes necesarios que alcanzan a los adultos junto con las
piedras presentes, hacen que el desarrollo de los parasitos sea menor.

Nuestros resultados ponen de relieve la necesidad de tener en cuenta
la presencia o ausencia de litiasis cuando se utiliza el modelo
fasciolosis/Wistar a la hora de realizar estudios experimentales en sus
distintas vertientes de analisis de farmacos antihelminticos, vacunas,

estudios de patologia o inmunologia.
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Capitulo Sexto

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL
GENERO DEL HOSPEDADOR DEFINITIVO

EXPERIMENTAL
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6.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL GENERO DEL

HOSPEDADOR DEFINITIVO EXPERIMENTAL

6.1.- INTRODUCCION

En las distintas infecciones humanas, es importante profundizar en los
factores que afectan a la distribucion de la enfermedad. En este capitulo
hemos profundizado en el andlisis de la influencia del género del
hospedador definitivo sobre la fasciolosis.

Las diferentes zonas endémicas donde se han llevado a cabo estudios
para profundizar en el conocimiento de la enfermedad en humanos ponen
de relieve la importancia con la que se debe considerar a la fasciolosis
humana. De ese modo, podemos citar las siguientes situaciones en Bolivia,
Peru y Egipto, zonas de hiperendemia animal y humana. En Bolivia, segiin
los estudios realizados por ESTEBAN et al. (1999), la prevalencia media
de las poblaciones es del 15,4% llegando a alcanzar hasta un 68,2%. En
cuanto a la carga parasitaria, reflejo de la intensidad de infeccion y
expresado como el numero de huevos por gramo de heces (hgh), se han
encontrado intensidades de mas de 5000 hgh. En Pert, la prevalencia media
se situa en un 24,3% llegando a un maximo de un 31,3%. En cuanto a las
intensidades de infeccion, se alcanza casi los 2500 hgh (ESTEBAN et al.,

2002). En 1995, la OMS estimaba una prevalencia media en Egipto de un
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3%, con al menos 830000 personas afectadas y 27,7 millones de personas
en riesgo de infeccion (WHO, 1995). Estudios llevados a cabo por
ESTEBAN et al. (2003) detectan una prevalencia media del 12,8%. Todo
lo expuesto hasta ahora y los numerosos trabajos realizados posteriormente
(MAS-COMA et al., 2009 b) justifica que la fasciolosis sea considerada un
problema de salud publica, al menos en las zonas mencionadas.

Hasta el afio 2003, en la mayoria de estudios sobre la fasciolosis
humana y su incidencia en las diferentes zonas de endemicidad, los
aspectos referidos a la epidemiologia de la enfermedad en funcién del
género del hospedador definitivo arrojaban resultados contradictorios,
obteniéndose zonas donde las prevalencias e intensidades de infeccion eran
diferentes si bien, en la mayoria de las veces, de forma no significativa. De
ese modo, en los estudios referidos anteriormente muestran que tanto en
Bolivia como en Peru (ESTEBAN et al., 1999, 2002) las diferencias
relativas a la prevalencia de infeccion por F. hepatica en funcion del
género no eran significativas. Por el contrario, en Egipto al igual que en
Chile (APT et al., 1992, 1993), si existian diferencias significativas en la
prevalencia de infeccion dependiendo de si afectaba a hombres o mujeres.

En cuanto a la intensidad de infecciéon medida como el numero de
huevos de los adultos de F. hepatica por gramo de heces de las personas

estudiadas, se observaba que eran mayores en mujeres pero que no eran
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significativamente diferentes a las emisiones encontradas en hombres. Esto
ocurria en Bolivia, Peru y Egipto (ESTEBAN et al. 1999, 2002, 2003).

De forma paralela a los estudios de ESTEBAN et al. (2003) en Egipto,
los estudios llevados a cabo por CURTALE et al. (2003 a) hacen hincapié
sobre los aspectos epidemioldgicos de la fasciolosis humana. Sin embargo,
cuando se estudia si existen diferencias en las intensidades de emision en
funcién del género no se detectan diferencias significativas, hecho que los
autores aducen al bajo numero de casos positivos.

Las investigaciones continian y no es hasta 2007 cuando CURTALE
et al. (2007), llegando a recopilar mas de 21000 casos, ponen de manifiesto
lo que la tendencia ya reflejaba y es que si existen diferencias en cuanto a
las intensidades de infeccion en funcion del género, afectando en mayor
medida a las mujeres.

En el presente estudio se intentara de demostrar de forma experimental
si existen diferencias tanto en las prevalencias como en las intensidades de
infeccion por F. hepatica en funcidn del género del hospedador definitivo
experimental. Para ello se procedera a la infeccion experimental de ratas
Wistar de ambos sexos y posteriormente se estudiara mediante la técnica de
Kato-Katz tanto la positividad de la parasitacion asi como las diferentes
intensidades de infeccion, medida en hgh.

La hipotesis de estudio se centra en que si se demuestra de modo

experimental, en el modelo fasciolosis/Wistar que existen diferencias en
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cuanto a las intensidades de infeccion por F. hepatica en funcidon del
género, y por tanto, coincide con los resultados obtenidos por CURTALE
et al. (2007) existiran otros factores diferentes al rol de la mujer en la
sociedad que influenciaran en el modo o via de transmision de la infeccion

que quizas no se han tenido en consideracion.

6.2.- MATERIAL Y METODOS

Se describiran los materiales y métodos utilizados en el presente
capitulo de forma concisa. Para la descripcion mas detallada ver el capitulo

3: material y métodos.

6.2.1.- MATERIAL

El material que ha sido utilizado en el presente estudio se describe a
continuacion:

Hospedador intermediario. Los hospedadores intermediarios utilizados
han sido Unicamente caracoles de la especie Galba truncatula originarios
del Parque Natural de la Albufera de Valencia (Espafia).

Hospedador definitivo. Como hospedadores definitivos experimentales
se han utilizado un total de 20 ejemplares, 10 ejemplares macho y 10

ejemplares hembra, albinos de Rattus norvegicus de la cepa Wistar.
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Material parasitologico. Para la infeccion de los hospedadores
intermediarios se han utilizado huevos de F. hepatica obtenidos a partir de
parasitos de la especie Bison bonasus del Parque Nacional de Bialowieza

(Polonia).

6.2.2.- METODOS Y TECNICAS

6.2.2.1.- ESTUDIO DEL PERIODO PREPATENTE Y DE LA

PREVALENCIA DE INFECCION POR Fasciola hepatica

Con el fin de estudiar el periodo prepatente (pp) y la emision de
huevos de los digénidos, diariamente fueron recolectadas las heces frescas
a las 9,00 horas de la mafiana, comenzando en el dia 41 post-infeccion, de
cada uno de los animales y fueron almacenadas en placas Petri,
previamente marcadas, para evitar su desecacion o deshidratacion antes de
examinarlas. La deteccion e identificacion de huevos en heces fue llevada a
cabo mediante el anélisis de las preparaciones Kato-Katz (helm-TEST®,
AK test, AK Industria ¢ Comercio Ltda., Belo Horizonte, Brasil) (ver
detalle, en capitulo 3, apartado 3.2.7) de cada una de las muestras diarias.

La prevalencia en este experimento se calculara mediante los datos
obtenidos como resultado del analisis de las muestras fecales y no mediante

los trematodos adultos obtenidos tras la diseccion de los roedores
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infectados. Asi mismo y como veremos mas adelante la carga parasitaria no
se referira al n° de hgh/adulto sino a las emisiones totales de cada ejemplar.
La explicacion se encuentra en la necesidad de que nuestro estudio sea
comparable y extrapolable a los datos obtenidos en humanos ya que, en
estos, normalmente no se procede a la intervencion quirdrgica (a no ser en
casos de urgencia) y los datos de prevalencia e intensidad de infeccion son
referidos a la presencia y cantidad, respectivamente, de huevos en heces.
En cuanto al pp, se fue analizando la positividad o negatividad de las
muestras procesadas dando como resultado un periodo de dias,

calculanddse posteriormente la media para cada grupo de estudio.

6.2.2.2.- ESTUDIO DE LA INTENSIDAD DE INFECCION (EMISION

DE HUEVOS) POR Fasciola hepatica

En todos los ejemplares infectados con metacercarias de F. hepatica
y mediante la misma técnica utilizada para el calculo del pp, la técnica de
Kato-Katz, se procedié al contaje del nimero de huevos en heces (hgh).
Los dias entre los que se realizaron los exdmenes coprologicos se
encuentran comprendidos entre el 73 dpi (11 semanas) y el 188 dpi (27
semanas). Con posterioridad, tras el sacrificio de los roedores, se
obtuvieron los adultos Digénidos, calculandose una media de adultos

encontrados en machos y hembras.
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6.2.2.3.- ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico para ver si existen diferencias significativas en
cuanto a las intensidades de infeccion (medida por hgh) en funcion del
género del hospedador definitivo experimental se calculé usando un
ANOVA de una via. En el caso del analisis de las diferencias tanto en el
periodo prepatente como en el nimero de adultos recuperados se utilizé el
test de la U de Mann-Whitney. Dichos analisis fueron realizados mediante

el software SPSS v. 15.0 (Windows®).

6.3.- RESULTADOS

6.3.1.- ESTUDIO DEL PERIODO PREPATENTE Y DE LA

PREVALENCIA DE LA INFECCION POR Fasciola hepatica

Segun los datos obtenidos de la emisién de huevos de los ejemplares
infectados de forma experimental con metacercarias F. hepatica se calculd
la prevalencia para cada grupo de estudio asi como el periodo prepatente.

De ese modo encontramos que existia un 100% de prevalencia en
ambos grupos: machos y hembras ya que mas tarde o mas temprano todas
las muestras individualmente analizadas resultaron positivas en la presencia

de huevos de F. hepatica en heces.
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En cuanto al pp encontramos que en el caso de los ejemplares
machos presentaban un rango que iba desde 41 hasta 48 dias con una media
de 43,5 dias post-infeccion (dpi). Y en el grupo de las hembras
encontramos un rango que va de 45 a 79 dpi con una media de 56,8 dpi
(Fig. 12). Se comprobaron diferencias significativas en funcién del sexo del

hospedador (Test de U de Mann-Whitney) (p: 0,003).

Media del periodo prepatente (pp)

MACHOS; 43,5

Dias post-infeccion (dpi)

Figura 13. Medias del periodo prepatente (pp) de los grupos de estudio medidos

en dias post-infeccion (dpi).

6.3.2.- ESTUDIO DE LA INTENSIDAD DE INFECCION (EMISION DE

HUEVOS) POR Fasciola hepatica

Los datos utilizados para el calculo de la intensidad de infeccion

medida de forma indirecta como la cantidad de huevos emitidos por los
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adultos de F. hepatica alojados en el higado y/o en los canales biliares
fueron recopilados entre los dias 182 y 252 post-infeccion (semanas 11* y
27%).

Dichos datos se recogen en las Tablas 8 y 9 en las que se indica: a)
periodo de tiempo en el que se han tomado las muestras: expresado en dias
post-infeccion (dpi) y semanas post-infeccion (spi); b) ejemplares
parasitados de forma experimental (en la Tabla 8 se enumeran los
ejemplares macho y en la Tabla 9 las hembras), donde se mostrara el
contaje realizado por muestra recogidas en un dia; c) se realizard un
sumatorio del total de huevos emitidos por el grupo en cuestion en ese dia;
d) se convertira este dato en huevos por gramo de heces (hgh) que es como
normalmente se expresa la intensidad de infeccion; €) N, donde se detalla
las muestras analizadas en ese dia; y por ultimo, se calcula la media de
emision de ese dia.

Por ultimo, una vez se procedio al sacrificio de los ejemplares
utilizados, se recuperaron los adultos de F. hepatica, obteniéndose una
media de 1,4 + 0,5 (1-2) adultos en los ejemplares macho y 1,2 + 0,4 (1-2)
en las hembras. No se detectaron diferencias significativas (Test de U de

Mann-Whitney).
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TIEMPO EJEMPLARES MACHO

TOTAL | HGH | N [ MEDIA
Dpi | Spi [ 600 | 601 | 602 | 603 | 604 | 605 | 606 [ 607 | 608 | 609
Bl 23 | 14| 3 23 | 1 0 2 0 1 14 | 910 |21840[100] 2184
74 |11*| 4 | 65 2 | 2] 0 0 1 0 0 | 20 [ 1140 |2736,0] 9.0 | 3040
78 |12*| 3 26 | 3 26 | 17 | 0 1 0 0 16 | 920 |22080]100| 2208
79 | 128 ] 15 0 10 | 43 | 12 1 0 1 1 21 | 1040 [24960] 9,0 | 2773
80 |122]| 14 | o0 19 | 121 | 7 1 0 0 2 | 20 | 1840 |4416,0] 9.0 | 4907
81 |120]| 11 | 46 1 17 8 2 2 0 0 8 950 |2280,0(10,0] 2280
82 |12°]| 2 83 5 2 | 6 0 0 0 0 | 24 [ 1420 |3408,0]10,0] 3408
83 |12°| 26 | 39 | 2 | 24 | 10 | 3 0 0 3 12 | 1190 |2856,0[100] 2856
84 | 120 7 4 | 3 2 | 12 ] 0 0 0 1 23 | 1080 [2592,0[100] 2592
85 | 13*| 1 42 | 2 15 9 4 1 0 0 1 750 18000 | 9,0 | 200,0
87 |13*| 8 | 28 | 3 69 | 44 | o 0 0 0 12 | 1640 |3936,0[100] 393.6
90 | 13*| 14 | 51 0 | 2] 5 0 1 0 3 14 | 1100 |2640,0] 9.0 | 2933
98 |14*]| 18 | 74 | 5 84 | 29 1 0 0 1 21 | 2330 [5592,0[10,0] 5592
105 |15*| 16 | o 4 54 | 371 0 3 0 0 | 23 [ 1370 |3288,0] 90| 3653
106 |16°| 14 | 12 | 2 | 51| 22| 3 0 0 1 19 | 1240 |2976,0]100| 2976
108 16*| 17 | o 12 | 28 | 55 | 4 0 0 1 18 | 1350 |3240,0| 8,0 | 405,0
16| 6 | 33 | 10 | 12 8 0 4 9 0 12 | 940 |22560]100| 2256
1m3 |17 6 | 75 | 31 | 81 3 1 0 2 0 | 23 [ 2220 |5328,0]100] 532.8
s [177| 1 16 | 6 | 24 [ 10] 0 2 0 0 17 | 760 |1824,0[100] 1824
18172 24 | 19 | 56 | 57 | 12 | 0 0 0 0 | 33 [ 2010 |4824,0[100| 4824
120 | 18| 8 4 |21 [ 80 | 26| 0 1 0 0 12 | 1520 |3648,0]100] 3648
126 18| 3 8 10 | 75 10] 5 3 1 0 5 120,0 |2880,0(10,0| 2880
127 19*| 11 6 | 27 | 26 | 19 | 2 0 0 0 4 950 |2280,0[10,0] 2280
134 20°| 4 | 59 | 31 | 88 | 28 1 1 7 1 19 | 2390 |5736,0[100] 573.6
136 |20°| 7 | 24 | 12 | 55 9 0 0 1 0 10 | 1180 |2832,0] 90| 3147
141 21°| 2 7 3 6 55 0 0 0 0 13 86,0 20640 | 8,0 | 2580
148 |22°| 2 | 24 | 6 15 6 0 0 7 0 4 64,0 |1536,0] 9,0 | 1707
157 23| 3 67 | 4 | 24 | 24 | 2 0 0 1 20 | 1450 [3480,0(10,0| 3480
167 | 24*| 5 17 |15 ] 0 12 | 0 0 0 17 | 30 | 960 [23040]10,0]| 2304
174 | 25 | 8 35 | 35 | 18 | 23 0 0 0 1 0 120,0 |2880,0( 9,0 | 320,0
182 |26 [ 1 36 | 29 | 45 | 15 1 0 0 0 0 1270 [3048,0]10,0| 304,38
188272 6 | 34 | 12 | 50 | 25 0 0 0 0 1 128,0 |3072,0]/100]| 3072

Tabla 8. Datos de la emision de huevos de cada individuo macho infectado de forma

experimental y calculo del nimero de huevos por gramo de heces expresando ademas la

media de emision del dia en el que se ha tomado la muestra.
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TIEMPO EJEMPLARES HEMBRA
TOTAL | HGH | N |MEDIA
Dpi | Spi | 610 | 611 | 612 | 613 | 614 | 615 | 616 | 617 | 618 | 619
Bl o [ 10 o | 13|31 ]3] 4 1 7 0 96,0 |2304,0]100| 2304
74 |11°| 3 8 3 [ 38 | 17| 25| 8 0 | 17 | o | 1190 |28560|100] 2856
78 |12°| 6 8 0 | 10| 19| 4]|:s 0 9 0 99,0 |2376,0]100| 237.6
79[22 1 [ 36 ] 0o |97 ] 0 |39 |0 3 117 | 1940 [4656,0] 9,0 | 5173
80 |12°| 1 | 14 | 1 | 71|21 | 18] 2 4 | 26 | 1 | 1590 |3816,0]10,0] 3816
81 |12°| 3 | 57| 0o |40 | 15| 75| 3 1 | 10 | 1 | 2050 |4920,0]100] 492,0
82 |12°| 2 | 72| 3 | 40 | 34 |38 ] 4| 0o | 12| 2 | 2070 [49680]|100]| 4968
83 |12°| 2 | 43| 7 | 57 ] 10|21 ] 8 0 |35 ] 1 184,0 |4416,0]10,0| 4416
84 [12°| o [ 34| 0o | 68 |20 ] 17 0 | 4 7 1 | 1510 [3624,0]100] 3624
85 [13°| 3 [ 14| o |16 ] 20| 8 | 12| 0 | 18] o | 1000 |24000] 90 | 2667
87 |13°| 9 | 37 | 3 |37 |35 |50 | 3 2 |17 ] o | 1930 |463200] 90| 5147
90 [13*| o [ 31| 3 |15 | 12 |29 | 5 0 | 11 | o | 1060 |25440] 80 | 3180
98 [14°| 1 | 18 | 2 | 18| 9 [273 ] 40 | o | 10 | 1 | 3720 |89280] 9.0 | 992,0
105015 2 | 44 | o | 24 | 14 ]2 | 5 4 8 0 | 1270 |30480]10,0] 3048
106164 0o | 28 | 3 |94 | 8 | 45| 5 0 | 15 | o | 1980 |4752,0|100] 4752
108|16°| 8 | 34 | 3 9 |18 15| 0] 0 8 7 | 102,0 |2448,0]10,0| 2448
11|16 | 6 0 3 | 58 | 24 | 38| 4 1 | 67 | 0 | 201,0 |4824,0] 90 | 5360
m3 17| 4 [ 32 13| o 3 141 30 | o |33 ] o | 1730 |41520] 90| 4613
150172 o | 92 | 2 | 47 | 27| 63| 4 1 | 82 | o | 2680 |6432,0]100] 6432
uslir| 2 2 | 63 |34 | 15| 25| 8 2 | 22| o | 1730 |41520]|100] 4152
120 18* | 1 0 2 | 75 |55 | 11 1 0 | 27 | o | 1720 |41280] 8.0 | 5160
126 /18] o | 31 | o | 1318 ]2 | 5 0 | 10 | o | 1030 |2472,0|100]| 2472
12701190 o | 12| o [ 34 | 32| 0o | 4 | o [ 18] o | 1000 |24000]| 80 | 3000
13420 o |100| 1 | 78| 42 | 58| 3 0 0 0 | 2820 |6768,0] 8.0 | 846,0
136 120°) 2 | 34 | 1 | 77 | 40 | 48 | o | o | 28 | o | 2300 |55200]90 | 6133
141 | 21°| 4 7 0 |10 ] 19131 0 6 0 60,0 |1440,0| 8,0 | 180,0
148222 2 |21 | 2 |1 [ 1815 |15 ] 2 5 0 91,0 |2184,0] 90 | 2427
1570232 1 | 34| 5 | 1310 1 3 0o | 19] 0 86,0 |2064,0]100| 2064
167 )24°] 1 | 29 | 2 |20 20| o0 1 0 | 46 | o | 1190 |2856,0|10,0| 285.6
1741252 1 | 15 ] 2 |56 | 36| 0 0 1| 43| 1 1550 [3720,0] 9,0 | 4133
1820262 o | 27| o |17 (35| 0 1 1 | 45 | 1 | 1270 |3048,0]100] 3048
1881272 1 | 41| o |31 ]37] 0 1 0 | 25 | o | 1360 |32640] 90| 3627

Tabla 9. Datos de la emision de huevos de cada individuo hembra infectada de forma

experimental y calculo del nimero de huevos por gramo de heces expresando ademas la

media de emision del dia en el que se ha tomado la muestra.
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A su vez se ha calculado ademas la media de emision semanal
cuando se han realizado mas de una muestra a la semana. Como fruto de
estos datos se ha compuesto de forma sencilla la siguiente tabla (Tabla 10)
y el correspondiente grafico que ilustra mejor las diferencias de emision

entre machos y hembras (véase Fig. 13).

Se han detectado diferencias significativas (ANOVA) (p: 0,035) en
las intensidades de infeccion en funcidn del sexo del hospedador definitivo
experimental. Los datos empleados para el calculo estadistico han sido las
emisiones brutas de todos los adultos que parasitaban a los ejemplares

infectados.

Spi N° hgh medio & Spi N° hgh medio ?
11* 261,2 11* 258,0
12 300,3 12° 418,5
13" 295,6 13" 366,4
14* 559,2 14* 992,0
15* 365,3 15* 304,8
16* 3094 16" 418,7
17* 399,2 17" 506,6
18" 326,4 18" 381,6
19* 228,0 19* 300,0
20° 444,1 20° 729,7
21° 258,0 21° 180,0
22° 170,7 22° 2427
23" 348,0 23" 206,4
24* 2304 24 285,6
25" 320,0 25" 4133
26" 304,8 26" 304,8
27 307,2 27" 362,7

Tabla 10. Datos de emisién de huevos por gramo de heces en cada grupo de estudio

expresados mediante la media de emision semanal.
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6.4.- DISCUSION

GEORGE A. O. ALLEYNE en el prologo de la publicacion
“Enfermedades transmisibles, género y equidad en la salud” (HARTIGAN,
2001) cita a LEVINS cuando comparte que la complejidad de los factores
determinantes (género, raza y clase) de las enfermedades emergentes
constituye el principal problema cientifico de nuestra época (LEVINS,
1995). Desgraciadamente estas enfermedades contintian siendo la primera
causa de mortalidad en los paises pobres y aunque se ha comenzado a
reconocer su relacion con la pobreza, todavia no se presta demasiada
atencion a su interrelacion con el género.

El enfoque histérico que se ha dado en la aproximacién a estas
enfermedades ha provocado en gran medida bien el fracaso en la
erradicacion y/o control o bien la reactivacion de las mismas al no prestar
suficiente atencién a las desigualdades socioestructurales.

Del mismo modo que ocurre con casi todas las enfermedades
infecciosas, las tasas de prevalencia e intensidad entre los sexos varian en
funcion de los papeles y responsabilidades de cada uno. Sin embargo, si
tanto hombres como mujeres comparten condiciones econémicas y sociales
similares, sus estructuras fisioldgicas pueden responder de forma diferente

a un mismo riesgo. Es por ello que la causa por la que personas de distinto
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sexo reaccionan de modo diferente a enfermedades semejantes deberia ser
investigado con mucha mayor profundidad.

Las diferencias respecto al género del hospedador definitivo en las
prevalencias de infeccidon por fasciolosis no siempre son significativas. De
ese modo se han realizado diferentes estudios en las distintas zonas
endémicas de fasciolosis donde las prevalencias de parasitacion animal son
ya elevadas. Asi encontramos como en zonas rurales de Chile,
hiperendémicas para fasciolosis animal, los resultados de fasciolosis
humana obtenidos en relacién al género mostraban que las mujeres eran
parasitadas de forma mas frecuente que los hombres: 73,2 frente al 26,8%
respectivamente (APT et al., 1992).

ESTEBAN et al. (1999) en estudios epidemiologicos en Bolivia, en
regiones de alta endemicidad de fasciolosis humana, encontraron
prevalencias humanas de hasta un 68,2% (media 15,4%) aunque no existian
diferencias en cuanto al género de individuos analizados. En razén a las
intensidades de infeccién se encontraron emisiones de hasta 5064 huevos
por gramo de heces (hgh), mostrando diferencias estadisticas significativas
de intensidades mayores en mujeres que en hombres, al igual que ocurre en
nuestro estudio.

En Pert, se encontr6 una prevalencia media del 24,3% para F.
hepatica y unas intensidades de infeccion de hasta 2496 huevos por gramo

de heces, mostrando resultados similares en parte a los encontrados en
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Bolivia (ESTEBAN et al., 2002). Sin embargo, aunque los contajes de hgh
mas elevados eran en hembras, no se detectaron diferencias significativas.
En este estudio, ademas, el hecho de que hubiera una fuerte asociacion
entre F. hepatica y Giardia intestinalis sugeria una misma via de
transmision e infeccion oral principalmente a través del agua de bebida. De
esa forma, la explicacion de las diferencias encontradas entre chicos y
chicas deja de lado el diferente rol de género en la organizacion de esas
familias, ya que el uso comun de las aguas es la que circula en canales de
riego proximos a sus casas cualquiera podria ser susceptible de infeccion.

Posteriores investigaciones y recopilaciones de datos epidemioldgicos
en Pert han recogido prevalencias de hasta el 71,4% (MARCOS et al.,
2005 b) y en cuanto a la distribucion por sexos, tanto la infeccion por F.
hepatica como sus complicaciones se presentaron con mas frecuencia en el
género femenino (MARCOS et al., 2007).

A partir del afio 2000 la fasciolosis humana comenzaba a suponer un
problema de salud publica emergente en el Delta del Nilo en Egipto
(CURTALE et al., 2000). Debido al drastico aumento en el numero de
casos diagnosticados, el ministerio de Sanidad de Egipto encargd un
estudio en 4 focos endémicos del Delta del Nilo. El objetivo de dicho
estudio era definir la prevalencia y la intensidad de fasciolosis humana en
funcién de la edad y el género. CURTALE et al. (2003 a) llevaron a cabo el

estudio en el que se analizaron a 1331 sujetos utilizando la técnica de Kato-
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Katz para el diagnostico de las prevalencias e intensidades de infeccion por
fasciolosis. Los resultados obtenidos muestran que las mujeres se ven mas
afectadas que los hombres o al menos presentan mas riesgo. En estudios
anteriores, FARAG et al. (1979), mostraban diferencias significativas en
cuanto a la prevalencia de infeccion por fasciolosis en funcion del género
afectando mas a las mujeres con un 10,3% frente a un 4,4% en hombres.
Sin embargo, el estudio de CURTALE et al. (2003 a) no revela diferencias
significativas en razon al género, lo cual justifican los autores que se debe
al limitado numero de casos positivos. Las conclusiones a las que llegan los
autores observando la tendencia de los resultados del estudio son que una
mayor prevalencia en mujeres sugeriria una via diferente de infeccion
respecto a los hombres y la hipotesis de los hédbitos higiénicos y el reparto
del trabajo tradicional en el Egipto rural puede jugar un papel importante
en la transmision de la fasciolosis humana. La importancia de estos
conocimientos es vital para controlar la fasciolosis humana (CURTALE et
al., 2005; COLES, 2006).

Finalmente, en el estudio de CURTALE et al. (2007) donde se
analizaron més de 21000 sujetos con casi 1000 casos positivos, ambos
parametros  analizados, prevalencia e intensidad de infeccion
(indirectamente medido como la media del nimero de huevos por gramo de
heces), resultaron significativamente mayores en mujeres que en hombres.

En este caso, las diferencias de género, como puede ocurrir en otras
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comunidades, no son debidas a una ingesta diferente en los alimentos ya
que todos los miembros de las familias comen lo mismo. Se atribuye al rol
sociocultural de las mujeres en estas sociedades.

Los resultados obtenidos en nuestro experimento no muestran
diferencias en cuanto a la prevalencia de infeccion puesto que en todos los
ejemplares infectados se confirma la presencia de huevos en heces
mediante la técnica de Kato-Katz. Por otro lado, si se pone de manifiesto
que existen diferencias significativas en cuanto a la intensidad de infeccion
en funcién del género del mismo modo que ocurre en el estudio de
CURTALE et al. (2007).

En nuestros resultados, al igual que a los autores anteriores en el
estudio de Egipto conforme se iban analizando mds muestras, se
vislumbraba una tendencia marcada por una mayor intensidad de emision
en hembras. Sin embargo, las diferencias no se hicieron patentes de forma
significativa, en nuestro caso, hasta que no se procesaron mas de 600
muestras. Aunque seran necesarias mas investigaciones sobre el papel del
género en las infecciones por las especies de Fasciola, este hecho
experimental donde las condiciones de estudio han sido controladas en
cuanto a la dieta y, de forma evidente, aqui no interviene ningun factor
conductual ni rol socio-cultural que diferencie a los sexos; los resultados
obtenidos ponen de manifiesto que al producirse esa diferencia en cuanto a

las intensidades de infeccidn es que existen otros factores que van a ocupar
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un papel importante en el desarrollo de la infeccion dentro del hospedador
definitivo en funcion del género.

Sin embargo antes de apuntar hacia ciertas conclusiones se hace
necesario saber si ocurre lo mismo en la naturaleza con los hospedadores
definitivos primarios, es decir con los ovinos, vacunos y caprinos y también
conocer lo que sucede en otras parasitosis: jexisten diferencias respecto al
sexo del hospedador definitivo? ;Se sabe a qué se deben esas diferencias en
el caso de que existan?

Tanto en animales como en humanos, las prevalencias y las
intensidades de infecciones parasitarias son mayores en machos que en
hembras por lo general. A pesar de las posibles diferencias en cuanto a la
exposicion, muchos estudios ilustran que existen diferencias inmunoldgicas
entre los sexos que podria subyacer un parasitismo incrementado en
machos (KLEIN, 2004). Las hembras comunmente presentan una mayor
respuesta inmunologica que los machos (KLEIN, 2000; ZUK & McKEAN,
1996). Diversos estudios de campo y experimentales enlazan las
diferencias sexuales en las funciones inmunoldgicas con las circulacion de
hormonas esteroideas (ROBERTS et al., 2001; KLEIN, 2000; ZUK &
McKEAN, 1996). Posteriores estudios demuestran que en una amplia
variedad de especies hospedadoras, que van desde humanos y roedores
hasta aves, las tasas de infeccion ligadas a los machos son mas notables

para protozoos y nematodos. De hecho de las 58 especies parasitas en las
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que se ha encontrado diferencias respecto al sexo, se ha observado que un
84,5% afecta mas a los machos (KLEIN, 2004).

ANURADHA ef al. (1990) encuentran que el sexo del hospedador
juega un papel crucial en la sensibilidad de los animales a la infeccion. En
este caso se trata de evaluar la sensibilidad de hamsteres a Leishmania
donovani en funcion del sexo y en animales tratados con hormonas
sexuales a los que previamente se les han extraido las génadas. De entrada,
los hamsteres machos desarrollan mas parasitos que las hembras. Aquellos
que han recibido tratamiento, en el caso de la testosterona han aumentado
su carga parasitaria y en el caso de estradiol se suprimia la infeccion.

Segun un estudio sobre la comunidad de helmintos de importancia
veterinaria en ganaderia (IBRAHIM et al., 2008), existe una variacion en la
prevalencia total de infeccion por helmintos en funcion del sexo del
hospedador en vacas, ovejas y cabras. En todos ellos, los machos tienen
mayor prevalencia que las hembras. Sin embargo, la intensidad media
general era mayor en hembras en vacas y cabras y justo lo contrario en
ovejas donde era mayor en machos. El autor explica que las diferencias
relacionadas con el sexo del hospedador en la prevalencia y en la
intensidad media encontradas en su estudio pueden ser debidas a la
actividad hormonal del hospedador (hecho demostrado ya por BARNARD
et al., 2002). Los ungulados domésticos macho han resultado ser mas

susceptibles a infecciones con parasitos del tracto gastrointestinal que las
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hembras. Este hecho ha sido atribuido a que las hormonas masculinas
debilitan las funciones inmunes, favoreciendo el crecimiento y éxito de los
pardsitos en su intestino.

Como la literatura es extensa analizaremos diversos ejemplos de
parasitaciones en los que existen diferencias en cuanto al sexo del
hospedador y sus posibles interrelaciones:

PAIK (1966) en estudios experimentales sobre los efectos en la
infeccion por helmintos, con especial referencia a la diseccion de las
gonadas del hospedador llegaria a las siguientes conclusiones: en primer
lugar, en el hospedador, la susceptibilidad a infecciones por helmintos se
reducia en ratones castrados; y en segundo lugar, la testosterona tendia a
incrementar la susceptibilidad del hospedador a la infeccion mientras que
los estrogenos tenia poco o ningtn efecto sobre el hospedador.

En el estudio de GANLEY-LEAL (2005) se observa que los ratones
macho inmunocompetentes son mas susceptibles a Ila infeccidon
experimental con Brugia spp. que las hembras. Se evalud el potencial de
ratones hembra en una fase critica para el desarrollo de B. malayi como es
el paso del estadio L3 al L4 y si ocurria lo mismo en humanos para lo cual
se utilizdo suero humano. En ambos casos y de forma sorprendente los
ejemplares cultivados en hembras presentaron un porcentaje
considerablemente mas completo de muda que aquellos cultivados en

machos. El hecho de que las moléculas necesarias para la muda sean mas
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abundantes en hembras que en machos puede responder a que los helmintos
puedan sobrevivir a esa etapa vulnerable del desarrollo en un ambiente
menos permisivo.

En el caso concreto de la fasciolosis animal, en el ganado vacuno de
Zambia, se observaron prevalencias por fasciolosis mayores en hembras
que en machos no so6lo en el examen de los higados (59,3%) sino también
en los examenes coprologicos (65,2%) (PHIRI et al., 2005). SOTO &
BOHORQUEZ (1984) realizaron un estudio epidemiolégico en el que se
analizaron los decomisos sanitarios en bovinos sacrificados en mataderos
de Zulia (Venezuela), encontrando una prevalencia de un 86% en hembras
frente al 14% en machos. Mas cerca de nuestras latitudes, en Granada,
PEINADO (1988) estudié la epidemiologia de la fasciolosis animal
encontrando que la especie bovina era la que presentaba mayor indice de
parasitacion, seguida de la caprina y en ultimo lugar, de la ovina. Y en
todos los casos, las hembras estaban mas parasitadas que los machos.

Aunque se conoce que existen diferencias en base al género en el
desarrollo de respuestas protectoras del huésped, es evidente que el sexo
pueda influir en la generacion de respuestas inflamatorias inmunes. Estas
diferencias pueden ser debido a la interaccion de las hormonas
reproductivas con el sistema inmune ya que existen receptores para estas
hormonas en una amplia variedad de tipos de células inmunes (RETTEW et

al., 2008). Los androgenos tales como la testosterona han demostrado
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disminuir las funciones inmunes, incluyendo la produccion de citocinas,
como han reflejado los articulos anteriores. Para ver como la testosterona
limita tales respuestas inmunitarias se estudid el efecto de la misma en la
expresion de un receptor, TLR4, sobre macréfagos de raton aislados. Se
observa como el tratamiento con testosterona de estos macrofagos
generados en ausencia del andrégeno provocaba una significativa
disminucién en la expresion del receptor TLR4 y la sensibilidad frente a un
ligando TLR4 especifico. Estos datos pueden representar un mecanismo
importante sobre la base de los efectos inmunosupresivos de la
testosterona.

Aunque los machos son mas susceptibles que las hembras a muchas
especies parasitas, existen parasitos para los que los machos son mas
resistentes que las hembras. Estas respuestas inversas en funcion del sexo
del hospedador puede basarse en diferencias en la interaccion patéogeno-
hospedador que se ven afectadas por el sistema endocrino (MORALES-
MONTOR et al., 2004).

El unico estudio encontrado, sobre infecciones experimentales de F.
hepatica en ratas, con referencia a la influencia del sexo en el curso de la
parasitacion es el de HUGUES et al. (1976). Los autores han demostrado
que el desarrollo de los adultos de F. hepatica en ratas difiere dependiendo
de la cepa y el sexo. Las dos cepas utilizadas son Piebald Virol Glaxo

(PVG) y Sprague Dawley (SD) y unicamente encontaron diferencias de
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género en el caso de la cepa PVG, resultando los machos mas susceptibles
a la infeccidon que las hembras.

La infeccion por Schistosoma en humanos representa uno de los pocos
ejemplos en el que se conocen bien las diferencias sexuales en la respuesta
inmune y deberia servir como modelo para estudios de otros parasitos que
exhiben modelos de dimorfismo sexual en la infeccion en humanos
(KLEIN, 2004).

NAKAZAWA et al. (1997) observa como en infecciones murinas por
S. mansoni se desarrollan menos adultos en ratones macho que en las
hembras infectados con el mismo numero de cercarias. Para evaluar el
papel potencial de la testosterona en este fenomeno se trabajo con ratones
variando los niveles de testosterona y cuando estos fueron infectados
experimentalmente se monitorizaron, analizando su supervivencia, carga
parasitaria y produccion de huevos entre otros factores. Se encontrd que a
las 16 semanas de infeccidon el 80% de los ratones que se encontraban en
grupos con bajos niveles de testosterona habian muerto, mientras que
menos del 40% de los que estaban en el grupo de altos niveles de
testosterona sucumbid a la infeccidn. La carga parasitaria media era
considerablemente mayor en los grupos con bajo nivel de testosterona que
en el de altos niveles. La tendencia observada en funcién del sexo del

hospedador en ratones infectados de forma paralela tanto masculino como
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femenino parece estar relacionada con la presencia de tejido gonadal o
testosterona en las primeras fases de la infeccion.

ELOI-SANTOS et al. (1992) ya habian descrito con anterioridad que a
exactas exposiciones cutaneas de 45 cercarias, los ratones hembras
presentaban un curso clinico mas severo con la consiguiente mortalidad
mas alta, que en ratones macho. También queda patente que la carga
parasitaria en las hembras es mayor al recuperar mayor nimero de
ejemplares adultos en las mismas.

Un estudio muy interesante llevado a cabo por BOISSIER ef al. (2003)
investiga la contribucion del sexo tanto del parasito como del hospedador a
la respuesta inflamatoria inducida en las infecciones unisexuales de S.
mansoni en ratones. Se observa que las reacciones inflamatorias mostradas
por los ratones hembra eran mas fuertes que en los machos; mientras que
los schistosomas macho indujeron una respuesta inflamatoria mas fuerte
comparada con las hembras. Las diferencias relacionadas con el huésped en
las reacciones inflamatorias pueden reflejar diferencias en los factores que
afectan a la defensa inmune de ratones machos y hembras.

CAILLAUD (2006) demuestra que los adultos de S. mansoni
desarrollados en ratas macho son genéticamente mas diversos que los
parasitos que infectan a las ratas hembra. Se demuestra, por primera vez,
una fuerte influencia del sexo del hospedador sobre la variabilidad genética

de sus parasitos ya que la presion inmune es mayor. Concretamente, el
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efecto de la testosterona sobre las especies de Schistosoma es que inhibe la
cadena respiratoria mitocondrial de la larva en la fase de schistosomulo,
justo después de la penetracion (FANTAPPIE ef al., 1999). Por tanto,
parece ser que la testosterona podria actuar en sinergia con el sistema
inmune, haciendo mas eficiente la inmunidad adquirida del macho en
comparacion con la hembra.

Sin embargo, en los modelos murinos los resultados de las infecciones
experimentales por S. mansoni son dificiles de extrapolar a humanos ya que
se obtienen resultados contradictorios. MARGUERITE et al. (1999)
observa como las intensidades de infeccion por S. mansoni son
significativamente mayores en hembras que en machos. Profundizando en
el conocimiento de esta parasitosis, parece ser que la regulacion inmune
dependiente del género podria estar influenciada por factores no
inmunologicos tales como las hormonas sexuales, lo que se relacionaria
con la cronicidad de la infeccion (REMOUE et al, 2001).

Estudios experimentales en otros parasitos ponen de manifiesto las
diferencias observadas en cuanto al sexo del hospedador y donde se
demuestra que los machos presentan una mayor resistencia a la infeccidon
que las hembras: Babesia (AGUILAR-DELFIN et al., 2001) en el que la
resistencia parecia estar relacionada con la inmunidad innata; Taenia
crassiceps (LARRALDE et al., 1995; MORALES-MONTOR et al., 2002;

TERRAZAS et al., 1994) en los que se sugiere una funcion protectora de
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los andrégenos a través de la estimulacion de la inmunidad celular o bien
una posible interaccion inmuno-endocrinologica en el que el estradiol
actuaria como un depresor de la inmunidad celular; y también en el caso de
Toxoplasma gondii (PUNG & LUSTER, 1986; ROBERTS et al., 1995) se
detectaron mayores niveles de mortalidad en ratones macho que en los
hembra explicandose esas diferencias con el aumento de las respuestas
inmunes innatas en los ejemplares macho (WALKER et al., 1997).
LIESENFELD et al. (2001) observaron que el tratamiento con testosterona
dié como resultado una reduccion notable en el numero de parasitos
intestinales y en la patologia lo que sugiere un cierto efecto protector del
andrégeno.

Esta inmuno-modulaciéon en funcion del sexo estd mediada por las
hormonas sexuales. Al igual que antes comentabamos que la testosterona
provocaba una inmuno-supresion, en estos casos en concreto, esta misma
hormona, provoca inmuno-resistencia en los hospedadores. El sistema
endocrino tiene por tanto un papel fundamental en la proteccion frente a
diferentes parasitos y puede explicar estas diferencias tan marcadas
encontradas en funcién del sexo del hospedador.

Al analizar el impacto del género en las enfermedades transmisibles
HARTIGAN (2001) intenta aproximarse a la complejidad que esto supone,
resumiendo el modelo expuesto en el cuadro que se reproduce a

continuacion:
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Diferencias biolégicas/sexuales

a) Caracteristicas anatémicas/
fisioldgicas

b} Sensibilidades, resistencias,
inmunidades anatémicas,
fisiologicas y genéticas

Influencias sociales contribuyentes

a) Influencia y expectativas culturales
sobre el comportamiento
masculino/femenino

b) Papeles/responsabilidades en la
familia, la comunidad y la sociedad

¢} Acceso a y control de los recursos
materiales, politicos, informacién,
educacion, tiempo

d) Identidad subjetiva

—-—

La interaccién de los factores biolégicos y sociales produce
problemas de salud, situaciones o condiciones que:

O mujer.

1. Presentan prevalencia, manifestaciones, historia natural, gravedad de

2. Varian segun difieran las respuestas del propio individuo/los otros/
la familia/las instituciones, en funcion de que la persona sea hombre

\

las consecuencias distintas segtn los sexos. *

\

Contraer la enfermedad }——><—-{ Padecer la enfermedad l

Futuros estudios deberian esclarecer en la infeccion por F. hepatica,
si las principales respuestas inmunitarias son diferentes en funciéon del

género del hospedador definitivo experimental, y si las hormonas sexuales

juegan un papel importante interaccionando con la parasitacion.
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7.- CONCLUSIONES

Nuestros estudios sobre la fasciolosis cronica avanzada en el modelo

experimental murino Wistar y los correspondientes andlisis comparados

han permitido establecer ciertos hechos y alcanzar una serie de

conclusiones que a continuacién enumeramos:

segun los trabajos llevados a cabo en el estudio de la influencia
del nimero de adultos de F. hepatica presentes en el canal biliar
en el modelo experimental murino Wistar sobre el desarrollo
morfométrico y produccion de huevos del parasito, podemos
llegar a las siguientes conclusiones:

o el desarrollo del adulto de F. hepatica es menor cuando la

carga parasitaria aumenta, es decir, cuando el nimero de
trematodos adultos es elevado en el canal biliar comun.
Este hecho se ve evidenciado en las 4 variables biométricas
estudiadas: el area corporal, el perimetro, la longitud y la
anchura corporal. El valor maximo al que tiende cada
variable (y,) disminuye cuando aumenta la carga
parasitaria;

el calculo de las trayectorias ontogenéticas para las
mencionadas variables revela que todas ellas se adaptan a

un modelo de crecimiento logistico. El presente trabajo
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pone de manifiesto que el tiempo en el que se presenta el
punto de inflexion de la curva logistica coincide con el
periodo prepatente, es decir, que la oviposicion es el
fenomeno bioldgico que separa la fase exponencial de la
fase saturada del mencionado modelo logistico;

o en cuanto a la influencia del fendmeno sobre las tasas de
crecimiento, los resultados obtenidos indican que en las
primeras fases de desarrollo no se detectan diferencias en
funcion del nimero de parasitos. Las diferencias en las
tasas de crecimiento quedan puestas de manifiesto
unicamente cuando los adultos alcanzan valores que se
acercan al valor maximo;

o los datos obtenidos en relacion al periodo prepatente y al
numero de huevos por gramo de heces y por adulto
podemos concluir que ambos disminuyen cuando la carga
parasitaria aumenta;

todos los puntos mencionados ponen de manifiesto que tanto en el
desarrollo morfométrico, como en la puesta de huevos del adulto
de Fasciola hepatica, el fendmeno de “crowding effect” queda

patente en las fases avanzadas de la parasitacion;
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en referencia a los trabajos realizados en el estudio de la
influencia de la litiasis sobre el desarrollo morfométrico de los
adultos de F. hepatica en el modelo experimental murino Wistar
podemos llegar a la siguiente conclusion:

o se observa una disminucion del tamafio de los adultos
debido a la presencia concomitante de piedras en los
conductos biliares independientemente de la intensidad de
infeccion, ya sea con alta o baja carga parasitaria;

en relacion al estudio de la emision de huevos por gramo de heces
por F. hepatica en funcion del género del hospedador definitivo
experimental podemos concluir que:

o el numero de huevos por gramo de heces emitidos por los
trematodos adultos alojados en el conducto hepatico
comun, es mayor en el caso de las hembras que en los
machos en el modelo experimental murino Wistar.

los resultados obtenidos muestran que la intensidad de infeccion,
la litiasis y el género del hospedador definitivo son factores a
tener en consideracion cuando estudiamos el desarrollo de los
adultos de F. hepatica en el modelo Wistar en la fase crénica
avanzada. La consideracion de estos factores es de interés tanto

en estudios epidemiologicos, como en estudios experimentales in
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vivo sobre la accion de farmacos antihelminticos y vacunas,

patologia, inmunologia y resistencia.
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SUMMARY

Fascioliasis pathogenesis depends on fluke burden. In human hyperendemic zones, individual infection intensities
reach very high levels and the majority of infected subjects should be in the advanced chronic phase. The rat model offers a
useful approach for pathological research in the advanced chronic period. The influence of infection intensity per rat
on fluke development, pre-patent period and egg shedding (eggs/g faeces/worm) was analysed in 3 groups (I: 1-3 worms/
rat; I1: 4—6; II1: 7-9). Ontogenetic trajectories of fluke body measures followed a logistic model. Results showed that
when the burden increases, the maximum values of fluke measures decrease. The crowding effect is manifest when fluke
measures approximate their maximums in the advanced chronic stage. The pre-patent period and egg production
decrease when the burden increases. This means that measurements of eggs per gramme of faeces tend to underestimate the
fluke burden. The present study demonstrates how to quantify the fascioliasis experimental rat model crowding effect
on adult growth, pre-patent period and egg production. This quantification may be of great interest in epidemiological
studies and in experimental research on the in vivo actions of different anthelminthic drugs and vaccines, pathology,
immunology and resistance studies.

Key words: Fasciola hepatica, crowding effect, growth models, growth rates, pre-patent period, egg production.

INTRODUCTION may also be very heavy (Esteban et al. 1997a,b,
1999).

Fascioliasis is a highly pathogenic disease. In
humans, pathogenesis depends on the number of
infecting flukes, and appears to be similar to that
reported in animals (Chen and Mott, 1990; Mas-
Coma and Bargues, 1997; Mas-Coma et al. 1999a,
2000). Results demonstrate that in hyperendemic
zones adult subjects maintain the parasites acquired
when young (Esteban et al. 1999). It must be con-
sidered that the life-span of the adult fluke in humans
is between 9 and 13-5 years (Chatterjee, 1975; Dan
et al. 1981). Such a picture suggests that in those
areas, individual infection intensities reach very
high levels and the majority of infected subjects
should be in the advanced chronic phase (Mas-Coma
et al. 1999¢).

Crowding is an interesting phenomenon in
helminths, because of its causality (Roberts, 2000)
and effects. Obviously, all vertebrate host organs
(microhabitats) offer a limited space and conse-
quently only a finite number of worm individuals can
physically fit into each organ depending on parasite
size (Shostak and Scott, 1993 ; Bush and Lotz, 2000).
* Corresponding author: Departamento de Parasitologia, In livestock, F. hepatica worm development (body

Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia, Av. th) tent iod (ti iod betw
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Spain. Tel: +34963544298. Fax: +34963544769.  ingestion of metacercariae and beginning of egg
E-mail: madela.valero@uv.es shedding in faeces) and per capita egg production

Fascioliasis is a disease caused by two liver fluke
species, Fasciola hepatica and F. gigantica, the first
being more widely distributed (IMas-Coma et al.
2000, 2003, 2005). Fascioliasis has traditionally
been considered an important veterinary problem
(Mas-Coma and Bargues, 1997). However, recent
research studies carried out have shown that human
fascioliasis must be included among the important
human parasitic diseases. Human hypoendemic,
mesoendemic and hyperendemic situations have
been established using coprological diagnostic data
from several regions (Mas-Coma, 2004a,b, 2005;
Mas-Coma et al. 19994a,b, 2005). Among human
fascioliasis hyperendemic areas, Andean countries
such as Bolivia and Peru present, in very high alti-
tude zones, the highest prevalences and intensities
known (Hillyer et al. 1992; Bjorland et al. 1995;
Mas-Comaet al. 1995, 1999 ¢; Esteban et al. 1997 a, b,
1999; O’Neill et al. 1998). Very high egg output
detected in humans suggests that liver fluke burdens

Parasitology (2006), 133, 453—463. © 2006 Cambridge University Press
doi:10.1017/S003118200600059X  Printed in the United Kingdom

243



M. A. Valero and others

(eggs per g of faeces per fluke individual = epg/worm)
depend on the number of adult flukes in the liver
(Montgomerie, 1928; Ross, 1965; Boray, 1967,
1969; Sykes et al. 1980). In general, the greater the
infective metacercariae oral dose, the longer the
pre-patent period, adult development is reduced and
epg/worm decreases (Thorpe, 1965; Rajasekariah
and Howell, 1977; Boray, 1969; Reddington et al.
1984).

Wistar rats are frequently used as a laboratory
model for chemotherapeutic and immunological
studies on the liver fluke are especially useful
for pathological research in the advanced chronic
period (Valero et al. 2000, 2003). In experimental
fascioliasis studies, an effect of crowding was
detected in laboratory rats (Valero et al. 2001b).
Although crowding is known in livestock fascioliasis,
it has not been studied in the laboratory rat model
in the advanced chronic phase until now. In the
rat model, fascioliasis is considered an advanced
chronic disease from 100 days post-infection
onwards (Valero et al. 2003).

The present paper deals with a comparative
experimental study of fluke development of a F.
hepatica isolate from the northern Bolivian Altiplano
human hyperendemic area in the Wistar rat under
standardized infective dose conditions involving
various individual intensities of infection per rat
with a very long follow-up of up to 300 days in-
cluding the advanced chronic stage. The aim of this
study was to determine whether different infection
intensity levels (=varying number of adults located
in the biliar canal) have any significant influence on
pre-patent period as well as on fluke growth and egg
production in advanced chronic fascioliasis.

MATERIALS AND METHODS
Liver flukes and snails

Only isolates of F. hepatica and Galba truncatula
from the northern Bolivian Altiplano were used.
Snails shedding the cercariae which gave rise to the
metacercariae were from a laboratory-reared strain
(in Heraeus-Votsch HPS 1500, HPS 500) climatic
chambers; experimental conditions: temperature
20 °C, photo-period 12 h/12 h light/darkness, rela-
tive humidity 90%). These snails were in turn
monomiracidially infected. The metacercariae (on
average 4 weeks old) were stored in fresh water at
4 °C in darkness until required.

Experimental definitive hosts

The study was approved by the institutional com-
mittee on animal care of the University of Valencia
(Spain). A total of 96 male laboratory albino rats of
the Wistar strain (Iffa Credo, Barcelona, Spain), 4-5
old and weighing 80-100 g

weeks were used
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throughout: 70 were used to study fluke growth
(Experiment 1), while 26 were used to study the
pre-patent period and egg output (Experiment 2).
The animals were housed in Micro-Isolator boxes
(Iffa Credo, Barcelona, Spain) and maintained in a
pathogen-free room, electrically heated with a 12 h/
12 h light/darkness cycle (conditions in accordance
with the European Agreement of Strasbourg,
18 March 1986). Food and water were provided

ad libitum.

Experimental procedures

Wistar rats were infected with doses of 20 F. hepatica
metacercariae per rat. Metacercariae were inoculated
orally by means of a stomach tube. The number of
worms that successfully developed in each rat
was established by dissection. At different days
post-infection (p.i.), the rats were sacrificed using
an excess of Fluothane®™ (Zéneca Farma, S.A.,
Pontevedra, Spain), and worms were collected
under a dissecting microscope. Initially the bile
duct was examined for the presence of worms,
though the remaining organs were also evaluated,
especially the liver parenchyma. Finally, the thoracic
and abdominal viscera and cavities were examined
and thoroughly rinsed with water to assure the
recovery of all the worms. The infection intensity
was characterized by the number of adults located
in the liver and was rated as follows: group I: 1-3
fluke adults/rat; group I1: 4—6 fluke adults/rat; group
I11: 7-9 fluke adults/rat.

Experiment 1. Obtaining F. hepatica adults. At dif-
ferent times between 22 and 300 days p.i., the
rats were sacrificed (see Table 1). Liver fluke adult
specimens were fixed with Bouin’s solution between
slide and cover-slip (but without cover-slip press-
ure), stained with Grenacher’s borax carmine and
mounted in Canada balsam (Panreac, Barcelona,
Spain).

Measurement techniques and data analyses. Adult
measurements were done according to the method
proposed for fasciolids by Valero et al. (1996, 2005).
The measuring was carried out by Computer Image
Analysis System (CIAS), including a computer work
station-connected to a stereo-microscope equipped
with a digital colour video camera (DX 20, Kappa)
and using image analysis software (Image-Pro®Plus,
4.5 USA) (Valero et al. 2005). The fluke body
measures and proportions analysed comprised: (a)
linear magnitudes (mm): perimeter (P), body length
(BL) and body width (BW) and (b) surfaces (mm?):
body area (BA4).

Analytical methods. In the present study, an
ontogenetic trajectory describes the change of any
magnitude associated with a morphological structure
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as a function of its age. The majority of the par-
ameters of growth laws are related to different aspects
of developmental timing (mainly the growth rate),
and alterations in these can lead to modifications
in developmental timing (heterochronies) (Alberch
et al. 1979). A preliminary analysis of the results
indicated that a logistic model gave the best rep-
resentation of the data.

Ontogenetic trajectories. Graphic plots of morpho-
metric measurements against age (t) provide em-
pirical ontogenetic trajectories for F. hepatica
adults (Valero et al. 1991, 1998). The logistic model
for ontogenetic trajectories was verified for each
measurement, the growth being: y'=ky
(1—y/y,,), (v'=dy/dt). Solutions are expressed by
y=y,/[1+24 exp (—kt)], where: y,,=the maximum
value attainable by the biometric variable y; and z,
and k= parameters of the trajectories. The parameter
k is related to the growth rate.

rule

Growth rate r

The theoretical growth rate r is defined as (1/y) y’
(De Renzi, 1995). For the logistic model, the
growth rate » is a negative linear function of y:
r=Rk(¥,,—¥)/Vm- The growth rate diminishes mono-
tonically when y increases. These growth rates are
instantaneous ones since derivatives are used for
their calculation.

Inflection point

The logistic model has two phases. The first has an
almost exponential character (because 7 is almost
constant as y <y,,). The second phase shows a con-
tinuous decrease for » (an almost saturated charac-
ter). This transition takes place at the inflection
point of the curve. For this point, the second de-
rivative is null and this occurs when t;=1n(2)/k;
for this value y;=2,,/2.

Statistical analyses

Adjusted non-linear curves were tested using the
squared correlation coefficient R? and sse. In order
to estimate the parameters of the curve, successive
values of v,, W, Viu+h, v, +2h ...) with a small &
value (e.g. 0-01), were used and the value that fits
the smallest least-squares residual (sse) was chosen
(De Renzi, 1988; Valero et al. 1996, 1998). Data
processing was carried out with the MacCurve v. 1.0
fit program (Quasi-Newton fit) for Macintosh.
Differences in growth curves were sought by
analysis of covariance (ANCOVA) (one-way analysis
of variance design with one covariate) using days
p.i. as a covariate. For the ANCOVA comparison

of logistic curves, log e transformations were
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necessary: tBA=In[(BA max—BA)/BA], tBP=
In[(P max—P)/P], tBL=In[(BL max—BL)/BL],
and tBW=In[(BW max—BW)/BW]. The growth
curves of the different groups were compared
using the same y,, (the highest) (Valero et al. 1999,
2001 a,b, 2005).
controlled by Power and the eta-squared statistic
(ETA) (Norusis, 1994) using only liver fluke samples
from 22 to 175 days p.i. in the 3 groups. Data pro-
cessing was carried out with SPSS v. 12 software
(Windows).

The effect-size measures were

Experiment 2. Study of the pre-patent period. In 26
rats, faecal pellets were collected fresh at 9:00 a.m.
once a day starting on day 30 post-infection from
each animal and stored in closed Petri dishes to
avoid drying before examination. Faecal egg detec-
tion was carried out by analysing 1 Kato-Katz slide
per daily sample until the first egg was detected
(helm-Test™, AK test, AK Industria e Comeércio
Ltda, Belo Horizonte, Brazil).

Follow-up study of eggs. In the above-mentioned
26 rats and with the same procedure, faecal egg
counts (epg) were carried out by analysing one Kato-
Katz slide per daily sample. As individual faecal egg
counts show strong day-to-day fluctuations in rats,
repeated examinations are required to obtain reliable
quantitative data (Valero et al. 2002). Analyses were
carried out between day 182 p.i. (26 weeks) and day
252 p.i. (36 weeks). At day 252 p.i. the rats were
sacrificed to obtain the number of adult flukes. In
this experiment it was assumed that deparasitization
had not taken place and the number of adult flukes
did not vary throughout the experiment. This
premise is supported by the fact that the number of
eggs detected in faeces had not decreased abruptly in
any rat analysed. Bearing in mind this assumption,
the adults found when the rats were sacrificed on day
252 p.i. was the same as 10 weeks earlier. The average
egg output per fluke and day was calculated.

Statistical analyses

The analysis of the relation between pre-patent
period and number of flukes/rat was carried out
using one-way ANOVA. The analysis of the relation
between average epg/worm/rat and number of
flukes/rat was carried out using repeated measures
ANOVA, in which the weekly average of epg/worm/
rat was used. Data processing was carried out with

SPSS software (Windows).

RESULTS
Experiment 1

The liver parenchyma of infected rats presented
migratory worms within 30 days p.i. Liver flukes
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Table 2. Comparison between different infection levels in the logistic model (y;=y,,/[1 + z4.exp (—kt)])
and in egg shedding data in Wistar rats experimentally infected with Fasciola hepatica

(2,, and k= constants that appear in the model; s.E. =standard error; R*=correlation coefficient; y,,=maximum value of
biometric characters; sse =least squares residual; #;=time at the inflection point in days; N=number of rats analysed;
Group I=1-3 worms/rat; Group 11 =4-6 worms/rat; Group 111 =7-9 worms/rat; BA =body area in mm?; P=perimeter
in mm; BL =body length in mm; BW =body width in mm; pp =pre-patent period in days; epg/worm =eggs per gram of

faeces/worm/day.)

Minimum-
maximum
Group Vo k+S.E. 2, +S.E. R? sse t; N average+S.E.
I BA 151-:0  0:06594+0-0363  100-367+251-308 0-77 102973 69-9
P 535 0-0494+0-0188 10-9411+10-3506  0-82 463-2 484
BL 185  0-0469 +0-0200 9-1900 +9-2464 0-78 66-9 47-2
BW 11-5  0-0525+0-0171  17:6958+16-3400 0-86 18-9 547
pp (days) 10 43-59
487442
epg/worm 10 1291-2-10118-4
3091 +2609-9
II BA 127-0  0-05354+0-0122  41-4005+34-3712  0-93 2308-9 69-5
P 46-5 00685400266 19-5655+20-1693 0-91 2531 43-4
BL 175 00791 +0-0254  26:8629+26-3902 0-93 273 41-6
BW 10-0  0-0708 £0-0180  31-0191 £22-5581 0-97 45 48-5
pp (days) 10 43-53
464427
epg/worm 10 847-2-2836-8
1896:2+628-2
111 BA 98-:0  0-:077440-0425 9:6760+301-427  0-81 1452-5 59-1
P 43-0  0:0478+0-0135 7-8019+5-9893 0-86 99-0 429
BL 16:0  0-0703+0-0235 18-2636+17-4148 0-89 10-9 41-3
BW 9-:0  0-:0557+0-0141 17-9725+16-5228  0-90 412 518
pp (days) 6 39—46
44-0+2:7
epg/worm 6 424-2-963-6
716:9+195-6
were neither found in thoracic and abdominal -
viscera nor in cavities. Infection was confined to the 200 + g
common bile duct from approximately day 40 p.i. 180 > °
In the chronic infection, the rat common bile duct 160 - § o_ o
showed a patent hyperplasia, ranging in size between 140 — -
. - . . PR
17-34 mm in length and 4-17 mm in width. The 120 —
results of the morphometric measurements for each 100 | -
age group in the 3 groups studied are shown in 80 A
Table 1. A great variation in the size of the flukes of 60 o
the same age was detected (see Table 1). The average 40 -
of measures in each age group was used to calculate 20
the ontogenetic trajectories. 0 age (dpi)
T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Ontogenetic trajectories

Table 2 shows the fit of logistic models for each
measure in each group in the 22-300 days p.i. range
(Fig. 1). The R? values were statistically significant
in relation to all the measures analysed. Significant
differences (ANCOVA) (P<0-05) in the 4 pairs of
transformed variables with respect to the age (TBA
vs age, TP vs age, TBL vs age, TBW s age) of liver

Fig. 1. Ontogenetic trajectory of body area (BA)

(in mm?) as a function of time (days) with the

logistic model y; =y,,/[1 4+ z.exp (—kt)] in Fasciola
hepatica adults obtained in experimentally infected
Wistar rats. Each point represents average;
(O)=averages of Group I; ([J)=averages of Group II;

(/) =averages of Group III.
-=function of Group II;

=function of Group III.
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Table 3. Significant differences detected when comparing Fasciola

hepatica adult allometric curves in pairs of infection levels by

ANCOVA test (P<0-05)

(Group I=1-3 worms/rat; Group 11 =4-6 worms/rat; Group 1I1I=7-9 worms/

rat; tBA=In[(BA max—BA)/BA],

tP=In[(P max—P)/P],

tBL=1In[(BL

max— BL)/BL), and tBW =In[(BW max— BW)/BW]; TBA-age: TBA vs age;
TP-age: TP ws age; TBL-age: TBL wvs age; TBW-age: TBW ws age;
D.F. =degrees of freedom; P=associated probability ; ET'A: eta-squared statistic.)

Comparison

group Measurement F, (p.r.), P Power ETA
Tos 1T TBA-age 18-69, (1, 90), <0-001 0-99 017
TP-age 17-38, (1, 90), <0-001 0-99 0-16
TBL-age 5-43, (1, 90), 0-022 0-64 0-06
TBW-age 20-08, (1, 90), <0-001 0-99 0-18
11 s 11 TBA-age 10-20, (1, 92), <0-001 1-00 0-27
TP-age 4-26, (1, 92), <0-001 1-00 0-21
TBL-age 953, (1, 92), <0-001 0-99 0-15
TBW-age 773, (1, 92), <0-001 1-00 0-27
T os 111 TBA-age 40-99, (1, 110), 0-002 0-88 0-10
TP-age 29-08, (1, 110), 0-042 0-53 0-04
TBL-age 19-46, (1, 110), 0-003 0-86 0-09
TBW-age 41-14, (1, 110), 0-007 0-78 0-80

fluke populations from Groups I, II and III were
detected (Table 3). Group I showed a higher y,, in
BA, P, BL and BW than Groups II and III. Group
11 showed a higher y,, in BA, P, BL and BIWW than
Group III, i.e. when the number of worms increases
in the common bile duct, the y,, values of B4, P, BL
and BW decrease.

Growth rate r

The evolution of the theoretical growth rate versus
y in the 3 analysed groups is shown in Fig. 2. Linear
functions with negative slopes were obtained. The
crowding effect did not affect all fluke populations
included in the common bile duct, but only a certain
number of individuals which is reflected in the
wide range of values detected in every morphometric
measurement analysed (at a particular point of time).
The phenomenon of crowding is reflected in the
average measurement of each group. For this reason,
r=+s.E. does not represent the phenomenon as clearly
as 7. Therefore only the evolution of r versus y was
analysed. For BA (Fig. 2A), the following results
were obtained: r was always lower in Group II than
in Group I; » was higher in Group III than in
Groups I and II only in the first stage of develop-
ment. Concerning P (Fig. 2B) and BW (Fig. 2D),
it can be observed that » was lower in Group III
than in Group I; r was higher in Group II than in
Groups I and III only in the first stage of develop-
ment. Finally, for BL (Fig. 2C), » was lower in Group
I than in Groups II and III only in the first stage
of development. In conclusion, in Groups II and
111 versus Group I, a smaller » was found when the
biometrical measurement was near the maximum
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value v,,. This kind of heterochrony is classified as
neoteny (Alberch et al. 1979).

Inflection points

For all magnitudes analysed, the value of #; in the
logistic functions ranged from 41-3 to 69-9 days
(Table 2). These theoretical values are similar to
the empirical pre-patent period data of 39 to 59 days
(Table 2).

Experiment 2. Pre-patent period and egg shedding

Table 2 summarizes the results of the experimental
infections with respect to both the pre-patent period
and epg/worm detected between 182 and 252 days
according to the infection level (average, maximum
and minimum values).

Significant differences (ANOVA test: Fja3=
3:651, P=0-042) were detected in the pre-patent
period versus number of flukes/rat. Thus, the
pre-patent period appears to be dependent on the
infection level, the pre-patent period decreasing
when the burden increases. Significant differences
(repeated measures ANOVA test: F;5=4123,
P=0-030) were also detected in epg/worm versus
number of flukes/rat. Thus, epg/worm appears to
be dependent on the infection level, epg/worm
decreasing when the burden increases.

DISCUSSION

The crowding effect on trematode adults has been
described in different species of several groups of
Digenea, such as Schistosoma mansoni (Coelho et al.
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Fig. 2. Effect of infection level (Group I =1-3 worms/rat; Group II =4—6 worms/rat; Group 11l =6-9 worms/rat) on
theoretical growth rates in Fasciola hepatica adults obtained in experimentally infected Wistar rats, (A) rp4 of body
area versus body area, (B) rp of perimeter versus perimeter, (C) rp;, of body length versus body length and (D) rgy,

of body width versus body width. Functions are calculated according to the parameters given in Table 2.

=r

of adults in Group I; — - —-=7 of adults in Group II; -=--=--- =7 of adults in Group III.

1976), Zygocotyle lunata (Fried and Nelson, 1978),
Philophthalmus megalurus and P. gralli (Nollen,
1989), Echinostoma revolutum (Franco et al. 1988),
and E. caproni (Yao et al. 1991). In general, a greater
number of flukes is reflected in decreased adult
development, a longer time required for the juvenile
flukes to mature as well as to initiate egg shedding,
and a decrease in egg production per individual
worm.

Several mammalian species may serve as hosts
for F. hepatica, but there is considerable variation
in the susceptibility and pathology in the potential
host. Boray (1969) divided the most common hosts
for F. hepatica into 3 groups in terms of resistance
(low, medium and high). The pig belongs to the
high resistance group. F. hepatica adults in bovine
or human hosts induce considerable tissue reaction
with calcification in the bile ducts (medium resist-
ance species). In other host species such as sheep,
mice or rabbits chronic fascioliasis in the bile duct
involves no calcification (low resistance group). In
this context, Rattus norvegicus has been classified
as a medium resistance host for F. hepatica. In
this sense, the rat is a suitable model in human
fascioliasis for its resistance level which is similar
to that of humans. Moreover, in human and rat
fascioliasis the parasite is frequently located in the
common bile duct, which is dilated (Gulsen et al.

2006; Valero et al. 1998). The diameter of the
common bile
7-30 mm in human fascioliasis (Kabaalio et al.
2000; Chen and Mott, 1990) and 4-17 mm in rat
fascioliasis. The overlap of size of the microhabitat
allows us to consider that the rat model is suitable
for studying the crowding effect and extrapolating
results to human infections.

In fasciolids infecting the rat, the crowding effect
should a priori be evident, as the available space
for fluke growth is severely constrained in the
common bile duct which is the usual microhabitat
for the parasite. The rat common bile duct undergoes
a patent hyperplasia in the chronic phase (Foster,
1981), which severely limits the development of
a worm of large size such as F. hepatica (Valero
et al. 2001b). In F. hepatica-infected laboratory
albino rats, the crowding effect has been studied
(Thorpe, 1965; Rajasekariah and Howell, 1977;
Reddington et al. 1984). However, the experimental
techniques used in these studies were not standard-
ized with respect to the way in which effective
doses were administered, the age of adult worms
analysed, or the rat strain used. It has been demon-
strated that F. hepatica adult development in the rat
differs depending on host strain and sex (Hughes
et al. 1976). Unfortunately, the ‘infection level’
was quantified by the number of metacercariae or

duct has been recorded between
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newly excysted juveniles (NE]) injected, and not by
the flukes recovered in the liver as in the present
study which makes it difficult to compare their
results with those of the present paper. The number
of adult flukes in the hepatic canals never equals the
number of metacercariae orally administered nor
the intraperitoneally injected NE] because its infec-
tivity is always below 100% (Valero and Mas-Coma,
2000; Reddington et al. 1984). In the studies carried
out by Reddington et al. (1984), male and female
Sprague-Dawley rats were infected by intra-
peritoneal injection of 5, 10, 20, 30, or 50 NE]J. These
authors showed that when the infective dose was
increased from 5 to 50 NE]J, the percentage of worms
recovered from the livers of the infected rats de-
creased at day 90 p.i. With 5 and 10 NE]J infective
doses, the worms recovered were large mature
flukes found in the common bile duct. In the rats
receiving infections of 30 and 50 NEJ, two distinct
fluke populations were detected, namely large
mature flukes recovered from the common bile
duct and small worms in the parenchyma.

The F. hepatica adult undergoes a marked devel-
opmental process in the definitive host (Valero et al.
1996, 1998). Body growth models for F. hepatica
adults have only been investigated by a small number
of authors. Valero et al. (1996, 1998) investigated
changes in different biometrical parameters of
F. hepatica at different times (30, 40, 50, 75, 100
and 150 days) in R. norvegicus and R. rattus. The
corresponding growth curves were all logistic
under conditions of a fluke burden of 1-4 adults
in the liver, which implies that the morphometric
development of the F. hepatica adult is not unlimited
but ‘damped’ and cannot exceed certain character-
istic maximums of y,,. The results of the present
study demonstrate that the ontogenetic trajectories
of BA, P, BL and BV follow a logistic model inde-
pendent from the infection level. This study shows
for the first time that the crowding effect is reflected
in a reduction of y,, of the ontogenetic trajectories
of BA, P, BL and BW due to a reduction in the
growth rate.

When analysing the variation of r of each bio-
metrical measure (rg4, 7p, ¥BL, ¥Bw) VErsus its cor-
responding biometrical measures (BA, P, BL, BW),
areduction in 7 in Groups II and II1I versus Group I
was observed. This decrease is shown in the final
stage of the development, the crowding effect be-
coming always manifest when the adult measures
approximate y,,, i.e. when the advanced chronic
stage is reached. It must be emphasized that this
crowding effect appears evident in the present study
with doses of only 20 metacercariae, which is one
of the standard infection doses used in rats.

The effect of infection intensity on the pre-patent
period has been analysed in relation to different
metacercarial oral doses but has never been studied
before with respect to a varying number of adults
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located in the biliar canal. In previous studies,
groups of male Wistar rats were infected with 1, 5,
10 or 20 metacercariae by stomach tube. Neither
a crowding effect nor competitive inhibition oc-
curred in the pre-patent period and in the size of
adult worms aged 57 to 60 days (Rajasekariah
and Howell, 1977). However, the range of worms
recovered in each group of rats overlaps which is
probably correlated with the above-mentioned un-
detected differences.

When the number of flukes invading the liver
is very high (=high doses of metacercariae), the
greater the liver damage and consequently the
longer the maturation time of juvenile flukes in
the bile duct and the more delayed the initiation of
egg laying, i.e. the pre-patent period is prolonged.
Thus, in sheep infected with 200 metacercariae,
the pre-patent period was 63 days, whereas in those
with heavy infections (i.e. infected with 2000 meta-
cercariae) eggs appeared 13—-15 weeks after ingestion
(Boray, 1969). Similar results were obtained using
male Wistar rats and oral infective doses of 5, 20,
40, 80 and 160 metacercariae per rat, analysed at
2,4, 6 and 19 weeks (Thorpe, 1965). Crowding effect
and competitive inhibition, shown by a delay in
their migration from the liver parenchyma into the
common bile duct, were apparent at high levels of
infection (Thorpe, 1965). In the experiment of the
present study, the pre-patent period became shorter
when the number of liver flukes in the common bile
duct increased. This model describes the variation
in adult fluke dimensions with time, from parasite
migration to the adult location in the bile duct.
Entry into the bile duct induces maturation and egg
production. The logistic model which represents
body growth and development is characterized by
two phases (Valero et al. 1998, 2005): the ‘expo-
nential’ part of logistic growth corresponds to body
development during migration in the abdominal
cavity and liver parenchyma as well as to develop-
ment and sexual maturation in the biliary duct
system up to the onset of egg production. From
this moment, development follows the ‘saturated’
part of logistic growth. In detail, the pattern of
fluke development comprises two periods: (a) gona-
dal differentiation, appearance of uterine eggs and
the onset of ovoposition occur in the ‘exponential’
period; and considerable persistence of growth after
sexual maturity, followed by gradually stationary
growth thereafter, in the ‘saturated’ period. The
ovoposition is the inflection point of the logistic
growth marking the end of the ‘exponential’ period
and the beginning of the ‘saturated’ period, i.e. the
beginning of egg shedding to the external environ-
ment constitutes the biological factor that marks
the inflection point (Valero et al. 2005). The spatial
dimensions of the microhabitat severely limit para-
site development. When the number of flukes in-
creases in the common bile duct, the ‘exponential’
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period is shorter, sexual maturity is reached with a
smaller body size and consequently earlier, i.e. the
pre-patent period is shorter. The comparison of the
results of both adult development and pre-patent
period shows that, for all biometrical measures
analysed, the values of the inflection point in the
logistic functions are similar to the empirical data on
the pre-patent period.

A relationship between fasciolid burden and egg
production was demonstrated in sheep. Egg pro-
duction by mature flukes in sheep showed a range
from an average of 25000/day in low infections to
8800/day in very heavy infections (Boray, 1969;
Wilson et al. 1982). Unfortunately, information on
this relationship in the advanced chronicity stage
in sheep is lacking, as these data only refer to results
at 13-19 weeks post-infection, i.e. the beginning
of the chronic phase, as the pre-patent period in
sheep is between 9 and 15 weeks. The present
study is the first to analyse the relationship between
fasciolid burden and egg production in the rat in the
advanced chronicity stage. Our results show that
egg production (epg/worm/day) of F. hepatica in
Wistar rats appears to be constrained by the fluke
burden in the common bile duct. Moreover, these
results were obtained between 182 days p.i. (26
weeks) and 252 days p.i. (36 weeks), that is, long after
the advanced chronic phase in the rat had been
reached.

If the rat model is considered suitable for study-
ing the crowding effect and extrapolating its results
to human infections, the present study suggests
that fluke burdens may be very heavy in human
hyperendemic areas, not only in human subjects
shedding high numbers of epg (intensities of more
than 5000 epg have been described in children —
Esteban et al. 1999) but also in infected subjects
shedding fewer eggs and being in the advanced
chronic stage of the disease. This implies a patho-
genicity problem in these areas greater than initially
predicted, at human individual as well as community
levels, owing to the severe and long-term effects
of fascioliasis (Mas-Coma et al. 2000; Valero et al.
2003). Consequently, the crowding effect should be
taken into account when the impact of fascioliasis on
the human development in those areas is analysed.
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