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INTRODUCCION

La fasciolosis causada por F. hepatica es una
parasitosis que causa importantes pérdidas
econdmicas en la ganaderia de rumiantes
(bovinos, ovinos y caprinos). La adquisicion
de resistencia frente a reinfecciones y la
respuesta inmune frente al parasito son
muy diferentes en las distintas especies
(Haroun and Hillyer, 1986 ). Asi, en el ganado
vacuno se ha demostrado cierto nivel de
resistencia a reinfecciones (Hoyle y cols.,
2003). Sin embargo, la oveja y la cabra son
muy sensibles tanto a la infeccién natural
como experimental por F. hepatica (Haroun
and Hillyer, 1986; Reddington et al., 1986;
Martinez-Moreno et al., 1997).

La prevalencia de la fasciolosis ovina y
caprina en Espafia es muy variable de
unas regiones a otras, dependiendo princi-
palmente de varios factores como la
humedad. Asi en regiones himedas como
Galicia se han descrito recientemente pre-
valencias en ovejas de hasta un 83%, con
hasta un 59,5% de fasciolosis activas
(PazSilva y cols., 2003), mientras que en
areas secas de Andalucia se detectd fas-
ciolosis caprina en un 3% de los animales
testados (Martinez y cols., 1996).

El control de la fasciolosis en rumiantes se
basa en la actualidad en el uso de antihel-
minticos y medidas de manejo. Debido a la
aparicion de resistencias frente a los anti-
helminticos de mayor uso durante los ulti-
mos afios (Moll y cols., 2000; Coles y cols,
2005), asi como a las directivas comuni-
tarias sobre los residuos medicamentosos
en productos de origen animal, existe un
gran interés en el desarrollo de vacunas
eficaces para el control de la enfermedad
(Dalton y Mulcahy, 2001; Dalton y cols.,
2003). En la especie ovina se han realiza-
do numerosos estudios encaminados a

evaluar la eficacia inmunoprotectora de
diversos antigenos (Mulcahy y Dalton,
2001; Almeida y cols, 2003; Dalton y cols.,
2003; Wedrychowicz y cols., 2003), asi
como los mecanismos de la respuesta
inmune frente a la infeccion (Chauvin et
al., 1995; Meeusen et al., 1995; Chauvin y
Boulard, 1996). Por el contrario, en la
especie caprina se han realizado un
menor nimero de estudios. En el presente
trabajo describimos los hallazgos clinico-
lesionales, asi como la respuesta inmune
de cabras a infeccidon experimental créni-
ca por F. hepatica.

MATERIAL Y METODOS

Infecciones experimentales

Para el presente estudio se han utilizado 25
cabras de raza Serrana de unos 8 meses de
edad aproximadamente. Los animales fue-
ron examinados al comenzar la experiencia
y no mostraron signos clinicos de enferme-
dad infecciosa o parasitaria, siendo el anali-
sis parasitolégico fecal negativo. Los ani-
males fueron agrupados en cinco grupos

de cinco animales cada uno. Las pautas de
las infecciones experimentales se mues-
tran en la Tabla 1. El grupo 5 fue utilizado
como control no infectado. Las metacerca-
rias (mc) fueron administradas oralmente
mediante capsulas de gelatina, se usaron
mc comerciales (Central Veterinary
Laboratory, Webridge). Las cabras del
grupo 1 (infeccion primaria Unica) fueron
infectadas con 200 mc. Los animales del
grupo 2 (infeccién primaria mdltiple] fue-
ron infectadas con 4 dosis semanales de
50 mc. Las cabras del grupo 3 (infeccion
secundaria) fueron infectadas con 4 dosis
semanales de 50 mc y reinfectadas a las 8
semanas postinfeccién (SPI) con una dosis
de 200 mc. Las cabras del grupo 4 (infec-
cién secundaria) fueron infectadas con 200
mc al inicio del experimento, y reinfectadas
con 4 dosis semanales de 50 mc entre las
8yla 11 SPI. Las cabras de todos los grupos
fueron sacrificadas mediante inyeccién
intravenosa de thiobarbital (T61) entre las
53 y 55 semanas post-infeccion (SPI].
Como consecuencia de la enfermedad 3

Tabla 1. Detalles de las infecciones experimentales con F. hepatica.

Ndmero de mc* administrados
en la semana indicada

Grupo | 1 2 3 4 8 9 10
1 200

2 50 50 50 50

3 50 50 50 50 @200

4 200 50 50 | 50
5

*mc: metacercarias.
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11

50

N° total | N° medio de fasciolas | Longitud
De mc* recuperadas media de
(% implantacién) fasciolas
(mm])
200 41,8 (20,9) 31,1
200 48,4 (24,3) 25,3
400 80,8 (19,7) 26,53
400 83(20,1) 271
0 0(0) 0
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cabras murieron en el grupo 2 (a las 26, 27
y 39 SPIJ, otras 3 murieron en el grupo 3 (a
las 12, 15y 28 SPI], y otras tres en el grupo
4 (alas 21,22y 34 SPI). Todos los animales
fueron necropsiados y se recogieron mues-
tras de higado (I6bulo izquiero y derecho) y
nddulos linfaticos hepaticos. Parte de
estas muestras fueron fijadas en formol
tamponado al 10%, procesadas rutinaria-
mente e incluidas en parafina. Otra parte de
las muestras fueron fijadas por congelacién
en 2-metil butano (Merk, Darmstadt,
Alemania) enfriado en nitrégeno liquido y
almacenadas a -80°C hasta que se realiza-
ron cortes seriados de 7 Um de grosor en
un criostato a -20°C.

Estudio clinico y parasitoldgico

La repercusion clinica de la infeccién se
estudié durante las 25 primeras SPI. Cada
semana, todos los animales fueron exami-
nados para detectar signos clinicos de la
enfermedad y se tomaron muestras de san-
gre para el estudio biopatolégico. Se deter-
minaron los niveles séricos de los enzimas
hepaticos Gamma-Glutation Transferasa
(GGT) y Lactato De Hidrogenasa (LDH)
mediante un analizador espectrofotométri-
co de quimica seca Ektakchem DTG0 II
(Kodak, Alemania).

Se recogieron también muestras fecales
de cada animal todas las semanas y se
realizaron  exdmenes  coproldgicos
mediante la técnica de sedimentacién. En
la necropsia, se disecciond cuidadosa-
mente el higado y la vesicula biliar y se
recogieron todas las fasciolas, que se
midieron después de ser fijadas por los
métodos habituales.

Estudio histopatoldgico e inmunohis-
toquimico

Para el estudio histopatolégico se emplea-
ron las muestras fijadas en formol e inclui-
das en parafina. Se realizaron cortes his-
tolégicos de 4 um de grosor en un micro-
tomo que fueron tefidos con las técnicas
de Hematoxilina-eosina (HE), Giemsa,
acido periddico de Schiff (PAS) y tricromi-
co de Masson para fibras coldgenas.

Para el estudio inmunohistoquimico se
emplearon muestras fijadas en formol e
incluidas en parafina (anticuerpos CD3,
CD?9a, IgG), mientras que para el resto de
anticuerpos monoclonales se utilizaron
las muestras fijadas por congelacion. Se
empled la técnica inmunochistoquimica de
avidina-biotina-peroxidasa (ABC) descrita
previamente (Pérez y cols., 1998, 1999).
Los anticuerpos primarios empleados,
diluciones, tratamientos de desenmasca-
ramiento antigénico y las casas comercia-
les de los anticuerpos se detallan en la
tabla 2. Como anticuerpos secundarios se
emplearon anti-inmunoglobulinas de
conejo biotinado (Vector, Burlingame, USA)
y anti-inmunoglobulinas de ratén biotina-
do (Dako]). Como reactivo terciario se us6é
el complejo ABC (Vector). EI cromégeno
empleado fue 3 3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (Sigma). Todos los cor-
tes fueron lavados y contratefiidos con
hematoxilina, los cortes de muestras fija-
das en formol fueron deshidratados y
montados con DPX, mientras que los cor-
tes de muestras fijadas por congelacién
fueron montadas en medio de montaje no
acuoso. Como controles negativos se
emplearon cortes seriados en los que los

Tabla 2. Detalles de los anticuerpos, tratamientos y diluciones de los anticuerpos

empleados en el estudio.

Anticuerpo Especificidad Clon

cb2 PanT BAQIS5A
co3 PanT Policlonal
Cb4 Cb4 GCS0A1
co8 co8 CACT80C
TCR-1 &z CACTBGA
CD79a Pan B HM5?
B-B4 IgM BAQ155A
1gG 1gG Policlonal

* Pronasa 0.1% 10 min;

Tratamiento Dilucién Fuente
No 1:200 VMRD
Pronasa* 1:200 Dako
No 1:50 VMRD
No 1:200 VMRD
No 1:200 VMRD
Microondas™* 1:20 Dako
No 1:800 VMRD
Pronasa 1:2000 Dako

** Tampon citrato 0.01 M, pH 6.0, 7 min en microondas; VMRD Pullman Inc. (Pullman,

USA); Dako, Glostrup, Dinamarca.
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anticuerpos primarios fueron sustituidos
con suero no inmune de ratdn o cabra.
Para la valoracién de los resultados se rea-
lizaron recuentos de las células marcadas
con cada anticuerpo en areas de 0,02
mm? seleccionadas al azar en los cortes
histolégicos de higado, se contaron un
total de 20 areas por animal. Los resulta-
dos fueron expresados en nimero de célu-
las por campo de 0,02 mm? de la siguien-
te forma:

+/-, 0-1; +, 1-10; ++, 10-20; +++, 20-30;
++++, > 30.

RESULTADOS

Desarrollo de la infeccion

Huevos de F. hepatica aparecieron en las
heces de todos los animales infectados
entre las 9 y 13 SPI y se mantuvieron
hasta el final de la experiencia. Los mayo-
res recuentos se encontraron a las 24-25
SPlen los grupos 1y 2 (870 y 910 huevos
por gamo de heces). No se encontraron
huevos en las heces del grupo 5.

Las cargas parasitarias medias de cada
grupo, segln los recuentos obtenidos en
las necropsias, se ofrecen en la Tabla 1.
Las fasciolas recuperadas de cada grupo
se midieron y no se encontraron diferen-
cias significativas en el tamafio medio de
todos los grupos, aunque el porcentaje de
fasciolas mayores de 30 mm era mayor en
el grupo 1 que en los otros grupos.

Aspectos clinicos

Apenas se apreciaron signos clinicos
durante el desarrollo de la experiencia.
Sélo en animales aislados de los grupos
infectados se encontraron signos de ane-
mia (palidez de mucosas) y menor creci-
miento (con diferencia de peso significati-
va sobre los controles).

La evolucion de las enzimas hepaticas
durante la infeccién se muestra en la gra-
fica 1. Los niveles séricos de GGT estu-

Figura 1. Grupo 1, superficie diafragmatica
del higado mostrando un moderado nimero
de trayectos blanquecinos en la superficie.
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Figura 2. Grupo 3, superficie visceral de higa-
do mostrando un severo engrosamiento de
conductos biliares y vesicula biliar.

Figura 3. Grupo 3, superficie de corte del
I6bulo izquierdo hepatico mostrando amplias
areas irregulares de coloracion blanquecino-
amarillenta.

vieron significativamente elevados
desde la semana 9 a la 16 PI, encontran-
dose, entre las 11 y 15 SPI, valores mayo-
res (con significacion estadistica) en los
grupos 3 y 4, que albergaron mayores
cargas parasitarias. El comportamiento
de la LDH fue diferente en los grupos
infectados y reinfectados. Durante la
infeccion primaria se alcanz6 un pico a
las 10 SPI, produciéndose después un
descenso progresivo, aun con valores
mayores que los del grupo control. En las
infecciones secundarias, el pico inicial
(11 SPI) fue més elevado que en el grupo
1 primoinfectado y ademds se observa-
ron otras elevaciones significativas a las
16 SPI (grupo 2), 18, 21 y 24 SPI (grupos
3y4).

Lesiones macroscopicas

Las cabras del grupo 3 que murieron a las
12 y 15 SPI mostraron lesiones hepaticas
caracteristicas de fasciolosis crénica y
aguda; las primeras también se encontra-
ron en el resto de cabras infectadas expe-
rimentalmente, mientras que las segun-
das consistieron en perihepatitis fibrinosa
severa Yy numerosos trayectos sinuosos
hemorragicos sobre la superficie del
parénquima hepatico, principalmente en
el I6bulo izquierdo.

Todas las cabras infectadas mostraron
lesiones hepaticas caracteristicas de fas-
ciolosis crénica, estas lesiones se resumen
en la Tabla 2. En general, las lesiones hepa-
ticas eran moderadas en las cabras del
grupo 1 (Figura 1) y severas 0 muy severas
en las de los otros tres grupos infectados
(Figuras 2 y 3). Lo mas llamativo fue la pre-
sencia de una severa perihepatitis fibrosa
afectando principalmente al I6bulo izquier-
do, y mostrando numerosos trayectos irre-
gulares de color blanquecino o blanco-ama-
rillento sobre la superficie hepatica. Los
conductos biliares de la superficie visceral
del drgano mostraban engrosamiento
moderado (grupo 1) o severo (grupos 2,3y
4] con coloracién blanquecina. La vesicula
biliar presentaba distensién moderada
(grupos 1y 2] o severa (grupos 3y 4). Al
abrir tanto conductos biliares mayores
como vesicula biliar, fluia un material visco-
so y de color marrén-rojizo, junto a variable
cantidad de Fasciolas adultas. La superficie
de corte del higado mostraba areas de
tamanio y forma variables y coloracion blan-
quecina o blanco-amarillenta, particular-
mente en el Id6bulo izquierdo.

Los nddulos linfaticos hepaticos mostraron
un marcado aumento de tamano en todos
los animales infectados en relacién al
grupo control. Algunos animales del grupo
3 y4 mostraron moderado edema en la por-
cién ventral del cuello y mandibula, aunque
este no fue un hallazgo generalizado.

Lesiones microscopicas
Las cabras del grupo 3 que murieron a las
12 y 15 SPI mostraron tdneles ocupados

por fibrina, sangre, detritus celulares y, en
ocasiones, larvas de Fasciola (Figura 4).
Estos tuneles eran rodeados por un tejido
de granulacion con variable infiltrado de
neutrdfilos, eosinofilos y macréfagos,
siendo moderado el infiltrado de linfocitos
y células plasmaticas.

Todas las cabras infectadas mostraron
lesiones microscépicas tipicas de fasciolo-
sis crénica, las diferencias entre grupos se
detallan en la Tabla 3. Estas lesiones con-
sistieron en trayectos irregulares constitui-
dos por abundantes macréfagos cargados
con hemosiderina, acompafados por esca-
sa fibrosis e infiltrado linfoplasmocitario
(trayectos cronicos). Los espacios porta
mostraban fibrosis e hiperplasia de conduc-
tos biliares severas (grupo 1) o muy seve-
ras (grupos 2, 3y 4). Anivel intraepitelial se
observé moderado infiltrado de leucocitos
globulares en todos los grupos infectados.
Tanto en espacios porta como en el parén-
quima hepatico se observaron granulomas
moderados (grupo 1) o numerosos (grupos
2, 3y 4] con centro aciddfilo constituido
por detritus celulares y rodeado por macro-
fagos y células gigantes multinucleadas, y
mas periféricamente por fibrosis y variable
infiltrado linfoplasmocitario. En espacios
porta, en los trayectos crénicos y en la peri-
feria de los granulomas se observé un infil-
trado de eosindfilos discreto (grupo 1) o
moderado (grupos 2, 3y 4). Elinfiltrado de
linfocitos y células plasmaticas varié de
severo (grupo 1) a muy severo en los gru-
pos 2, 3y 4 (Figura 4], y se localiz6 princi-
palmente en espacios porta y periferia de
los granulomas, formando a veces foliculos

Tabla 3. Resumen de las lesiones hepaticas en los grupos de ovejas y cabras infecta-

dos y control.

Lesiones

1
Trayectos crénicos ++
Fibrosis Portal ++
Hiperplasia ductal ++
Hipertrofia RE liso
Granulomas +
Eosindfilos *
Leucocitos globulares +
Linfocitos y células plasmaticas ++

-: ausencia, *: discreto, +: moderado, ++:
RE: reticulo endoplasmico.
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Grupos

2 3 4 5
+++ +++ +++
+++ +++ +++
+++ +++ +++

+ + +
+++ +++ +++

+ + +

+ + +
+++ +++ +++

Severo, +++: muy severo.
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Figura 4. Grupo 3, tdnel migratorio en el que se aprecia una larva de F.
hepatica rodeada por abundantes detritus celulares y hemorragias.

Hematoxilina-eosina, x25.

linfoides. En varias de las cabras de los gru-
pos 2, 3y 4 se observé moderada a severa
hipertrofia de reticulo endoplasmico liso.

Los nédulos linfaticos hepaticos mostraron
moderada a severa hiperplasia de foliculos
linfoides y cordones medulares, particular-
mente en el grupo 1, mientras que las areas
paracorticales mostraron hiperplasia mas
discreta. En algunos animales presentaron
hemorragias focales, macroéfagos cargados
de hemosiderina e infiltrado de eosinofilos.

Poblaciones y subpoblaciones
celulares

Los anticuerpos CD2 y CD3 (marcadores
pan T) reaccionaron con numerosos linfo-
citos de las lesiones hepaticas, particular-
mente en los grupos 3 y 4. Los linfocitos
CD4+ fueron escasos en todos los grupos
analizados. En cambio los linfocitos CD8
fueron mas abundantes, particularmente
en los grupos 3 y 4. Los linfocitos Yo+ fue-

Figura 5. Grupo 3, espacio porta mostrando hiperplasia de canaliculos
biliares y severo infiltrado inflamatorio que desplaza al parénquima

hepatico. Hematoxilina-eosina, x25.

ron ocasionales en los grupos 1y 2 y
escasos en los grupos 3 y 4. Respecto al
infiltrado de células B, el anticuerpo
CD?79a (marcador pan B) B-B4 (marcador
B] e IgG, reaccionaron con un escaso (gru-
pos 1y 2] amoderado (grupos 3 y 4] infil-
trado inflamatorio.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio expe-
rimental confirman que las cabras no desa-
rrollan resistencia a la reinfeccién con £
hepatica como demuestran los porcenta-
jes de implantacién en los grupos infecta-
dos secundariamente (3 y 4}, los cuales
no diferian significativamente de los pri-
moinfectados (1 y 2). Por otra parte, las
infecciones pequefas y repetitivas, simi-
lares a las que ocurren en la infeccién
natural, producian mayor dafo hepatico
que una infeccién unica con el mismo
numero de metacercarias, asi las lesiones

Tabla 4. Distribucién de las poblaciones celulares marcadas con los siguientes anticuer-
pos en el higado de las cabras infectadas con F. hepatica y controles no infectadas.

Anticuerpos

1
CD2 T+
Cb3 i+
Cb4 +
cD8 i+
dg +
CD79a +
B-B4 +
16 +

Grupos
2 3 4 5
++ ++++ ++++ +
++ ++++ ++++ =+
+ + + =+
++ +++ +++ +
=+ + + +
+ ++ ++ +
+ ++ ++ +
+ ++ ++ =+

hepaticas en las cabras del grupo 2 (infec-
ciones repetitivas] fueron mas severas
que las del grupo 1 (infeccién dnica).
Ademas, 3 cabras del grupo 2 murieron
durante la experiencia con severas lesio-
nes hepaticas, todos ellos fueron infecta-
dos de forma repetitiva. Estos resultados
confirman los datos de estudios previos
que indicaban la elevada sensibilidad de
las cabras a la infeccion por F. hepatica
[Reddington etal., 1986; Martinez-Moreno
et al,, 1997), y sugieren que el parasito
podria emplear mecanismos de evasién
de la respuesta inmune durante su migra-
cion hepatica. Aunque la oveja no desarro-
lla resistencia a reinfecciones, las infec-
ciones pequefas y repetitivas no produ-
cen un aumento de las lesiones tan grave
como en las cabras (Pérez y cols., 2002).
La hipertrofia del RE liso de los hepatocitos
fue una de las lesiones presentes en las
cabras infectadas secundariamente, pro-
bablemente debido a la liberacién de pro-
ductos toxicos por las larvas migratorias.
El hecho de que en infecciones pequefas y
repetitivas existen larvas en migracion
durante un tiempo mas prolongado que en
infecciones Unicas, podria justificar no sélo
el mayor dafio celular en los hepatocitos en
infecciones secundarias, sino también la
mayor mortalidad en los grupos infectados
secundariamente. Este hecho no se ha
observado en infecciones experimentales
ovinas (Pérez y cols., 2002), y el ganado
vacuno, por el contrario, presenta cierta
resistencia a la reinfeccion, lo que ha sido
asociado a un cambio en la respuesta
inmune (Hoyle y cols., 2003).

La caracterizacién de las poblaciones y
subpoblaciones linfocitarias en las lesio-
nes hepaticas indican una respuesta

inmune, tanto de base celular como humo-
ral, en todos los grupos infectados, si bien

* Numero de células por campo de 0,02 mm?:
14 +/-,0-1; +, 1-10; ++, 10-20; +++, 20-30; ++++, > 30.
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~¢— Grupo 1
= Grupo 2
—4— Grupo 3
—O— Grupo 4
= Grupo 5

~¢— Grupo 1
~= Grupo 2
—4— Grupo 3
—O— Grupo 4
—#— Grupo 5

el infiltrado de la mayoria de las poblacio-
nes celulares fue mayor en la infeccién
secundaria. La determinacion de anticuer-
pos séricos también demostré una marca-
da respuesta humoral en los grupos del
presente estudio (Martinez-Moreno ycols,,
1999] y en otros previos [Martinez-
Moreno y cols., 1997). A pesar de la severa
respuesta inmune local, ésta no produjo
ningldn efecto protector en infecciones
secundarias, confirmando la ausencia de
resistencia en la cabra a reinfecciones por
F. hepatica. En la oveja, la naturaleza del
infiltrado inflamatorio tanto en infecciones
primarias como secundarias fue similar al
encontrado en las cabras del presente
estudio. En infecciones crénicas ovinas los
linfocitos CD8+ eran mas numerosos que
en las infecciones agudas, en las que pre-
dominaron los linfocitos CD4+ (Meeusen
et al., 1995; Chauvin and Boulard, 1996).
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El patrén de produccién de citoquinas, y por
tanto la polarizacién de respuesta Th1/Th2
no ha sido caracterizada en cabras infecta-
das con F. hepatica. Estos estudios son de
interés debido a que en ratas, ratones, vacas
y ovejas se ha descrito una respuesta de
tipo Th2 en infecciones naturales y experi-
mentales con respuesta no protectora
(Mulcahy and Dalton, 2001; 0 Neill y caols,
2001; Tliba y cols., 2002), mientras que en
algunos ensayos de inmunizacién median-
te ciertos antigenos se ha conseguido un
nivel significativo de proteccién asociado a
una respuesta de tipo Th1 (Mulcahy and
Dalton, 2001; Cerviy cols., 2004). Los resul-
tados preliminares de ensayos de inmuni-
zacion llevados a cabo por nuestro grupo en
cabras indican cierto nivel de reduccion en
el nimero de parésitos (aproximadamente
del 30%) respecto a los controles no infecta-
dos al usar un péptido sintético de proteinas
de &cidos grasos, mientras que los resulta-
dos fueron peores al utilizar glutatién-S-
transferasa purificada de F. hepatica (datos
no mostrados). En oveja y vaca se han obte-
nido niveles de proteccion de hasta el 72 y
79%, respectivamente mediante inmuniza-
cién con Catepsinas L1y L2 recombinantes
(Mulcahy y Dalton, 2001). En ovejas y rato-
nes también se obtuvieron elevados niveles
de proteccion con el antigeno recombinante
Sm14 de Schistosoma mansoni (Almeida y
cols., 2003). La inmunizacién intranasal
con vacunas de ADN ciclico codificando cis-
terna proteinasa indujo niveles de protec-
cién entre 61-75% en rata (Wedrychowicz y
cols., 2003). Debido a lo prometedores de
estos resultados, en la actualidad estamos
iniciando varios ensayos vacunales emple-
ando antigenos recombinantes de catepsi-
na L1, tierredoxina-peroxidasa y antigeno
rSm14, y de combinaciones de ellos en
cabras para evaluar los niveles de protec-
cién que inducen frente a infecciones por F.
hepatica, asi como los mecanismos de res-
puesta inducidos por cada uno de dichos
antigenos. Estos trabajos, junto a los que se
estan desarrollando en oveja y vacas por
otros grupos de investigacién, podran con-
tribuir a conseguir una futura vacuna que
pueda ayudar al control de la enfermedad en
el ganado bovino, ovino y caprino.
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