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Debemos estar preparados porque el futuro sobre el que
especuliabarmos hace unos asnos ya estd aqui; y debemos
recordar que cuando lega el futuro existen tres clases
de personas: aquellas que simplemente lo dejan llegar,
las que sélo se preguntan cimo llegd, y por diltimo las
que realmente lo hacen llegar. Y por supuesto, cada

uno elige la opcion que estima mids adecnada...

Dedicado a Patro, a Carolina, a mis padres y hermanos
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PREAMBULO

Excmo. Str. Presidente de la Academia de Farmacia de Galicia.
Excmas. e Ilmas. Autoridades y Representaciones.
Excmos. e Ilmos. Sres. Académicos.

Queridos familiares, amigos y compafieros.

Durante los préximos minutos me propongo desarrollar el pre-
ceptivo discurso de ingreso en esta Academia de Farmacia de Galicia,
que es una Institucion a la que todos ustedes prestigian con su trabajo de
académicos en pro de unos ideales que figuran, a modo de compendio,
en el lema de la misma: “Fons Artis Sanandi”.

Este acto constituye para mi una gran satisfacciéon y al mismo
tiempo significa un alto honor poder incorporarme hoy como académico
de numero de la Academia de Farmacia de Galicia.

He de afadir a continuacion que ser académico de las de Medici-
na y Cirugfa y de la de Ciencias Veterinarias, que actualmente me honro
en presidir, no resta ni un apice de la enorme ilusién que me produjo,
primero la invitacién y mas tarde la propuesta y aceptacioén posterior de
mi candidatura como académico numerario a esta Academia de Farma-
cia, para ocupar un sillén de Ciencias afines, concretamente el de Veteri-
naria con la medalla nimero 22.

Por ello quisiera expresar unas palabras de sincero agradecimien-
to, inicialmente para los tres compafieros académicos numerarios que
avalaron mi candidatura, los doctores Manuel Puga Pereira, Ramén Mar-
tinez Pacheco y Angel Concheiro Nine, personas por las que siento un
gran respeto y admiraciéon y con quienes ademas tengo contraida una
deuda de gratitud por su confianza hacia mi persona. Desde que nos
conocimos siempre me obsequiaron con su ayuda y sabios consejos,

movidos sin duda por su amistad y por la generosidad de su juicio mas



que por los méritos que puedan concurrir en mi persona. Le agradezco
muy especialmente al profesor Angel Concheiro Nine su deferencia y
prueba de amistad al hacerse cargo de la contestacion a este discurso de
ingreso en unas circunstancias un tanto apresuradas en los plazos de
tiempo.

Naturalmente hago extensivo mi agradecimiento personal a todos
los miembros de esta Ilustre Institucion, tan dignamente presidida por el
Dr. D. Isaac Arias Santos, por el respaldo que he recibido de todos ellos
y por admitirme con tanta generosidad en el seno de tan insigne institu-
cion.

A todos les agradezco especialmente su amplitud de miras al con-
siderar que personas del mundo de la Veterinaria pueden prestar su
contribucién a la vida y actividad de esta Academia de Farmacia. Confio
que mi incorporacion sirva para poder aportar modestamente nuestra
experiencia en el amplio campo de las Ciencias Veterinarias y en particu-
lar en la especialidad que cultivo, dentro de la Patologia y Sanidad Ani-
mal, la Parasitologia y Enfermedades parasitarias.

Efectivamente, mi incorporacién en esta Academia de Farmacia
de Galicia se produce por mi condicién de veterinario, pero no es menos
cierto que entre la Farmacia y la Veterinaria hay muchos vinculos y rela-
ciones muy estrechas por razones faciles de entender, al punto que no es
en absoluto excepcional que las Academias de Farmacia o Medicina
cuenten entre sus miembros con ilustres doctores veterinarios entre sus
académicos, y en las que nos consta que su actividad que se encuadra
dentro de sus respectivas especialidades, viene siendo siempre muy apre-
ciada. Se puede entender que con ello se quisiera expresar el reconoci-
miento hacia un colectivo profesional que tengo la satisfaccion de
representar y que dedica gran parte de su trabajo y de su esfuerzo a la
hermosa tarea de mejorar la alimentacion, el bienestar y la salud de la

poblacién humana, a través de la prevencién y curacion de enfermedades



de los animales, no pocas de ellas de caracter transmisible al hombre, y
como no también de la obtencion de alimentos en condiciones sanitarias
que eviten la aparicion de riesgos para el consumidor.

Espero que llegado este momento y consciente de la responsabi-
lidad adquirida, pueda responder con obras y colaboracién activa mas
que con las palabras, a la confianza que me han otorgado los sefiores
académicos y que hace posible que esté hoy en esta tribuna ante ustedes.

Cuando se van a cumplir los 25 afios de mi incorporacion a la
Universidad de Santiago de Compostela, en su Facultad de Veterinaria de
Lugo, poco podia imaginar que llegaria a ser propuesto para formar parte
de esta Academia de Farmacia. Considero que la distincion al elegirme va
mucho mas alla del mero nombramiento, y al agradecer esta generosidad
cumplo con la tradicién, pero por encima de todo, les expreso mi senti-
miento mas sincero de que mi ingreso en la Academia supone el honor
de participar en lo posible en sus actividades, respetando la tradicion
académica y cumpliendo las funciones que se indican en su estatuto
reglamentario.

La actual Facultad de Veterinaria de la Universidad de Santiago es
de alguna forma la continuadora de la vieja Escuela Especial de Veterina-
ria, como se denominaba entonces, establecida en Santiago de Compos-
tela, nada menos que en 1882, siendo entonces rector el profesor
Antonio Casares Rodrigo y comenzando sus actividades en el antiguo
Seminario de San Clemente, para trasladarse afios después al edificio que
hoy es sede del parlamento gallego hasta su supresion en el afio 1924.

No resulta sencillo predecir lo que hubiera sucedido de continuar
su andadura la Escuela de entonces, pero observando el continuado
progreso que han experimentado otros centros de Veterinaria creados en
aquellos aflos con circunstancias parecidas, y la labor de las ilustres per-
sonalidades que ya destacaban en sus respectivos campos cientificos,

probablemente estarfamos hoy ante una institucion que, ademds de su



compromiso con la sociedad gallega, con toda certeza habria establecido
lazos de colaboraciéon muy estrechos con los centros y profesiones radi-
cados en Santiago de Compostela, especialmente con los relacionados
con las ciencias agrarias, de la salud y en general con los de orientacién
biolégica. Esta fue una gran oportunidad perdida que de alguna manera
tratamos de enmendar desde la nueva Facultad de Veterinaria que podria
considerarse en cierto modo como “renacida de las cenizas” de aquel
primer intento fallido.

Desde nuestras primeras experiencias, alla por los afios 73-74, en
la Facultad de Veterinaria de Leén en la entonces todavia Universidad de
Oviedo, con el praziquantel, que resulté ser un cestocida altamente eficaz
y que posteriormente se ha utilizado muy profusamente hasta ser uno de
los pilares esenciales para que la hidatidosis cayera drasticamente en
nuestro pafs y en otros muchos hasta dejar de ser un importante proble-
ma zoonosis, continuadas aflos mas tarde con otros trabajos relacionados
también con varios compuestos antiparasitarios, tuve la certeza no soélo
de la cercana vinculacién existente entre la Farmacia y la Veterinaria sino
también de las amplias posibilidades de colaboracién entre ambas.

Asi pues, resultan evidentes las relaciones que unen las ciencias
farmacéuticas y veterinarias, como integrantes de un conjunto definido
por sus objetivos en los ambitos sanitarios y de la produccion. Sélo con
referirnos a los temas relacionados con los medicamentos de uso veteri-
nario u otras sustancias empleadas en la mejora de la produccién animal,
conjuntamente con todo lo relativo a los residuos zoosanitarios y sus
efectos sobre la salud de los consumidores, tendremos un magnifico
botén de muestra de esta posible y necesaria colaboracion profesional.

Pero hay otras muchas actividades que nos vinculan y sin ir mas
lejos habria que decir que entre las facultades de Farmacia y Veterinaria
se realiza una buena parte del trabajo con organismos microbiolégicos y

parasitolégicos, por no contar con todo lo que se asocia con la bromato-
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logia e inspecciéon de alimentos de origen animal, donde muchas de las
tareas son complementarias. Una buena prueba de ello es que por ejem-
plo en no pocas de las sociedades cientificas coinciden profesionales de
ambas profesiones, como sucede con las de parasitologia, microbiologfa,
micologfa, nutricién y bromatologia e inspecciéon de alimentos, etc. A
todo ello se podria afiadir las actividades comunes en el amplio campo de
la experimentacién animal y la evidencia actual de que profesores de
distintas especialidades pueden dedicarse a desarrollar labores de docen-
cia e investigacion.

Antes de entrar en el contenido del discurso, desearfa abrir una
pagina de agradecimientos. En la parcela de lo personal deberfa citar a
muchas personas familiares y amigos. Permitanme que evoque y rinda un
merecido homenaje en primer término a mis padres; él una persona
trabajadora y sencilla, y ella esforzada, inteligente y artifice de la diffcil
tarea de sacar adelante a 9 hijos. Un recuerdo que debo hacer extensivo a
mis hermanos con los que tantas vivencias he compartido durante afios
en las vecinas tierras leonesas. Permitanme también un reconocimiento
muy entrafiable a mi querida esposa y a la vez también compafera ca-
tedratica de Sanidad Animal de la Universidad de Santiago de Composte-
la, Patrocinio Morrondo Pelayo, por su constante e incondicional
colaboracién en este camino que hemos recorrido juntos y que se pro-
longa afortunadamente desde hace muchos afios, en cuyo transcurso ya
va siendo mucha la tarea realizada, pero también son muchos los frutos
obtenidos. Reconocimiento que hago extensivo a Carolina, nuestra que-
rida hija, que superada ya su etapa de formacién como médico especialis-
ta, desarrolla actualmente su trabajo profesional como reumatéloga, con
el deseo y la seguridad de que conseguird progresar cada dia personal y
profesionalmente.

En cuanto a mi formacién docente e investigadora no puedo por

menos que citar y agradecer a mis maestros con quienes realicé la espe-
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cializacion en Parasitologfa y los que hicieron posible estancias muy
provechosas profesionalmente. Quiero también expresar mi agradeci-
miento a quienes fueron mis profesores y maestros, asi como a mis
compaferos en la Facultad de Veterinaria de Ledn, que por entonces
pertenecia a la Universidad de Oviedo, con recuerdo especial para los
que desafortunadamente ya no pueden estar con nosotros. De manera
especial quiero recordar a mi maestro, el profesor D. Miguel Cordero del
Campillo, con el que ya hace muchos afios iniciamos nuestra andadura
universitaria y con quien comenzamos la formaciéon no sélo en la espe-
cialidad de Parasitologfa, sino también en una forma especial de entender
y disfrutar la vida como trabajo y constancia. Sin duda su ejemplo y su
inestimable ayuda, contribuyeron a mi permanencia en el mundo de la
docencia e investigacién universitarias. El, desde la catedra universitaria y
desde su pertenencia a las Reales Academias de Medicina de Oviedo y de
Valladolid, nos ayud6 a comprender la importancia de enfermedades que
pueden afectar por igual, porque les son comunes, al hombre y los ani-
males, muchas de las cuales son de naturaleza infecciosa, pero entre las
que también abundan las causadas por esos seres que se han adaptado al
particular modo de vida de los parasitos. Y como no, también nos sefald
el camino de lo que significa la pertenencia y colaboraciéon con institu-
ciones tan apreciadas como las Academias Cientificas.

Un recuerdo, mezclado con una buena dosis nostalgia y admira-
cion, hacia los profesores e investigadores que me apoyaron en los dife-
rentes centros extranjeros de Suiza, Francia, Alemania e Italia, en los que
he estado, por lo mucho que me ensefiaron y por el desinteresado afecto
con que me acogieron siempre.

Todavia en el area profesional que he desarrollado ya en buena
parte de mi vida en la Faculta de Veterinaria de esta Universidad, quiero
dejar constancia ahora de todo mi reconocimiento y gratitud hacia todos

aquellos con los que he colaborado, tanto en el Departamento de Pato-
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logifa Animal, como en la unidad docente de Parasitologia y Enfermeda-
des Parasitarias, sin los cuales sinceramente nunca hubiéramos podido
realizar las aportaciones y el trabajo que modestamente llevamos a cabo a
lo largo de estos afos. No cito expresamente a ninguno de los compafie-
ros para no cometer el pecado de olvidar alguno, pero todos ellos saben
que en la labor diaria que hemos desarrollado en comun esta mi aprecio
y el reconocimiento a sus capacidades y excelente disposicion para for-
mar parte de un equipo trabajo. He de decir que estos afos en Lugo y en
la Universidad de Santiago de Compostela han sido afios de intenso
trabajo, también de muchas ilusiones, de mucho esfuerzo, y como no, al
mismo tiempo de muchas esperanzas.

En este capitulo un recuerdo especial para todos aquellos que ya
no estan con nosotros, con una entrafiable despedida para el profesor
Felipe Prieto Montafia, buen amigo y mejor persona, compafero desde
los afos legionenses y recientemente desparecido, con quien hicimos una
parte de la nueva y a veces dificil singladura docente e investigadora, en
la puesta en marcha de la facultad de Veterinaria de Lugo.

Es mi deseo ante todo, pedir licencia a la audiencia, recurriendo a
la “captatio benevolentiae”, recurso retérico a través del cual quiero
pedirles a todos ustedes que muestren su generosa indulgencia para con
mis errores en el discurso que voy a pronunciar, y que sin duda son el
fruto del deseo de pormenorizar una cuestion de suficiente importancia
en la Parasitologia humana y animal, como ustedes podran apreciar, y
que ha ido haciendo acopio de un profundo bagaje cientifico acumulado
a lo largo del tiempo, pero que, como humilde relator, dificilmente podré
ni siquiera aproximarles en una minima dimension el tiempo de exposi-
cién que se me otorga.

Si con mi intervencién contribuyo a realzar este acto académico,

y sobre todo, si ustedes se sienten interesados por algunos de los hechos
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y las ideas que voy a exponerles, me consideraré recompensado de la
ilusién y del interés puesto en la no siempre facil tarea de preparacion.
Llegado este momento me viene a la mente una idea que una vez
escuché a Rogelio Groba Groba, considerado hoy una de las figuras mas
relevantes de la musica gallega y una personalidad destacada en el pano-
rama musical hispano; pues bien, este compositor y director orquestal,
cumplidos ya sus ochenta afios, cuando se refiriere a su pasiéon y a su
trabajo por la musica afirmaba algo, que bien puede aplicarse perfecta-
mente al hecho de ser académico, y es aquello de que “esto, no es una
profesion, sino que es mas bien una inquietud que debe ir mejorando

con el tiempo...”.
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1.- ELECCION DEL TEMA.

Nos proponemos llevar a cabo un recorrido partiendo de estu-
dios mas conocidos y podriamos decir mas clasicos en Parasitologia,
hasta el panorama que nos ofrecen algunos de los conocimientos mas
actuales, y para ello nos parece una buena gufa y un excelente modelo el
relacionado con el trematodo Fasciola hepatica.

En este sentido, son numerosos los investigadores que se han
ocupado de situar a F. hepatica en un lugar preferente dentro del campo
de conocimiento de la Parasitologia, contribuyendo a ello con la publica-
cion de decenas de libros y miles de estudios dedicados a este trematodo,
en los que se analizan aspectos muy distintos y desde puntos de vista
diferentes.

Los estudios sobre la fasciolosis han dado lugar a numerosisimas
publicaciones a lo largo de toda la historia que cubren aspectos muy

diversos. Simplemente con hacer una comprobacién usando algunas

2 2

palabras clave como “Fasciola hepatica”, “fasciola”, “fasciolosis”, “fascio-
liasis”, “parasitosis”, “trematodo”, “duela”, “distoma hepatico”, “disto-
matosis”, “parasitosis” y “alicuya”, etc., podemos apreciar la dimensién
que adquiere este problema.

Se da la circunstancia de que hay, por ejemplo, un volumen mo-
nografico titulado sencillamente “Fasciolosis”, que es una obra con-
memorativa con ocasion del centenario del descubrimiento del ciclo de
Fasciola hepatica, dedicado a Thomas y Leuckart, 1883, redactado por un
selecto grupo de autores mejicanos, en 1986; se trata de una edicién muy
cuidada en la que a lo largo de 16 capitulos se repasan una serie de aspec-
tos acerca de este trematodo que van desde los puramente histéricos
hasta el propio control y profilaxis, con una puesta al dia de los avances
logrados en ese momento sobre la fisiologfa, los hospedadores interme-

diarios, patologia y clinica, con un amplio capitulo dedicado a la respues-
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ta de naturaleza inmunitaria, la quimioterapia, el control y profilaxis y
adelantos referentes a la influencia sobre la salud publica de la fasciolosis.

Efectivamente, el modelo de estudio que constituye Fasciola no se
limita a lo estrictamente parasitologico, sino que va mucho mas lejos, y
en mi opinién constituye un ejemplo claro de confluencia de muchos
saberes aplicados a un patréon muy particular y del que se puede extraer
mucha informacién, en ocasiones muy sorprendente, y desde luego con
posibilidad de extrapolarlos a otros muchos modelos, lo que favorece e
impulsa de manera definitiva el avance del conocimiento.

Muchas veces se ha puesto el empefio en aspectos clasicos del es-
tudio de F. hepatica, como sucede con la presencia del parasito en los
hospedadores finales, pero también se ha ido mas alld y se han investiga-
do y desentrafiado mecanismos fascinantes que intervienen, por ejemplo,
en la eclosion de los huevos del parasito, o en la complicada sucesion de
hechos que llevan a la ruptura de las metacercarias enquistadas y la libe-
racion del embridon que encierran y que, cuando las condiciones son
propicias, tras una compleja migraciéon intraorganica, consigue alcanzar
su asiento final en el higado y mas concretamente en los conductos bilia-
res.

En otras ocasiones han recibido especial atencién aspectos como
la aplicaciéon de avanzados Sistemas de Informacion Geografica, los
conocidos con la sigla SIG o en inglés GIS, que a través de diversos
satélites y la confecciéon de mapas, ayudan a conocer la prevalencia y
distribucién de la infeccion en diferentes regiones.

Cuando nos referimos al tratamiento a base de farmacos con ac-
tividad frente a Fasciola, comprobamos la considerable extension de este
capitulo, que va desde la investigacion y busqueda de nuevos principios
activos, hasta los complejos mecanismos que intervienen en el desarrollo
de resistencias que, como apreciaremos, causan no pocos problemas a

algunos de los actuales fasciolicidas, sin olvidar la estructura quimica,
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farmacodinamia, mecanismos de accién, estudios sobre tresiduos en
productos animales, y un largo etcétera.

Ademas de los apartados de patologia, clinica y patofisiologia re-
ferentes a la infeccion por F. hepatica, se han centrado en los ultimos afios
especialmente en todo lo concerniente al diagnostico, sobre todo lo
relacionado con el tipo de respuestas inmunitarias que induce la presen-
cia del parasito en los hospedadores y que estan muy estrechamente
vinculados con el propio metabolismo, estructura y composiciéon del
trematodo. En este sentido, los apoyos recibidos desde la bioquimica,
biologia molecular, genética, epidemiologia molecular, farmacologia,
inmunologfa, etc., han demostrado ser pilares imprescindibles para im-
pulsar nuevos planteamientos de las investigaciones, y han permitido
avanzar en el conocimiento no sélo de ésta sino también de otras mu-
chas parasitosis.

No se puede olvidar que la fasciolosis se considera actualmente
una zoonosis emergente en muchas partes del mundo, lo que subraya su
interés e importancia. As{ muy recientemente se han hecho contribucio-
nes importantes para entender mejor la inmunologia de este parasito
hepatico, y como no, al futuro desarrollo de nuevas vacunas moleculares
que ha recibido atencion especial en los dltimos tiempos y que ayudaran
sin duda a su mejor control.

En definitiva, del estudio de los diferentes aspectos que compo-
nen la interrelacion de F. hepatica y sus hospedadores intermediarios y
definitivos o finales, se deducen ensefianzas muy distintas que las hacen
muy enriquecedoras y que no se limitan a lo meramente parasitario, sino
que lo sobrepasan y llegan a otros muchos campos de la ciencia, como
tendremos ocasion de exponer.

La fasciolosis es una afeccioén parasitaria ampliamente difundida
en el todo el mundo. En esta realidad reside una parte no despreciable

de la dedicaciéon tan importante y numerosa que han desarrollado diver-
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sos y prestigiosos equipos de investigacion, practicamente en todos los
paises del mundo y ello quizas también resalta que los puntos de vista
desde los que se ha investigado sobre Fasciola o fasciolosis, hayan sido
muy distintos y hayan hecho avanzar profundamente todo lo referente a
su conocimiento, desde los estudios iniciales, puramente bioldgicos, o
ecologicos, hasta los mas modernos y actuales que tienen su maximo
apoyo en la aplicacion de avanzadas técnicas de biologfa molecular, bio-
quimica, inmunologfa, etc.

Probablemente no sea ajena esta realidad al hecho importante de
que la fasciolosis también puede afectar al hombre y de hecho existen
zonas y regiones en el mundo donde se llegan a diagnosticar prevalencias
muy elevadas de personas parasitadas por Fasciola.

En este sentido, recientemente hemos tenido ocasion de visitar
zonas del norte de Peru (valle de Cajamarca), formando parte del grupo
impulsor en el contexto del desarrollo de un proyecto regional, para el
control integral de la distomatosis hepatica en la region, reconociendo el
gran impacto en la salud puablica y en los ingresos de los productores
ganaderos, y donde los indices de parasitacion animal son muy altos, en
ocasiones superando el 80-90%, lo que se traduce en la presentacion de
prevalencias de fasciolosis entre esa poblacion que a veces superaba el 8-
10%, estando afectados de manera especial nifios y jovenes, con graves
consecuencias para su salud. El andlisis de las diversas circunstancias
epidemioldgicas que llevan a estas situaciones es, como veremos, muy
aleccionador.

En consecuencia, reitero que Fasciola y la fasciolosis constituyen
un excelente modelo basico para el estudio y analisis de un fenémeno tan
extendido y tan excepcional como es el parasitismo. Cémo cabe interpre-
tar si no una asociaciéon entre un parasito y su hospedador, en la que el
parasito, que como se sabe vive a expensas del hospedador, en la mayor-

fa de los casos paraddjicamente respeta su vida, llegando a alcanzar un
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estado de equilibrio, por el que consigue el doble objetivo, de vivir y
reproducirse en el hospedador y al tiempo respetar su vida, aunque con
frecuencia le cause dafios apreciables.

En el modelo parasito-hospedador del que nos ocuparemos, y
para dar una ligera idea de lo mucho que se ha investigado, simplemente
al utilizar las bases de datos en Internet, nos encontramos un intermina-
ble listado de publicaciones que incluyen infinidad de datos y que son
contribuciones hechas desde la perspectiva de campos muy distintos del
saber.

La fasciolosis tiene muchas ramificaciones que la vinculan con
distintas campos de la ciencia, algunos incluso insospechados a prior.
Tiene relacién con la Biologia por supuesto, pero también cuenta con
apoyos importantes desde la Ecologfa y Climatologia, Epidemiologia de
poblaciones, y hasta el comportamiento animal.

El propio ciclo de desarrollo de F. hepatica constituye un modelo
biolégico muy interesante y aleccionador de lo que supone de evolucion
larga y compleja y de adaptaciéon de un parasito hacia sus hospedadores
intermediarios y finales.

Tiene vinculacién con la Farmacologia, pues desde siempre se ha
tratado de buscar compuestos que tengan eficacia contra las distintas
fases del ciclo de Fasciola y que permitan su control quimico. Son innu-
merables los trabajos y los éxitos obtenidos en este campo, pero también
los fracasos, entre los que se encuentran ultimamente todas las situacio-
nes que hacen referencia a la resistencia probada frente a algunos anti-
helminticos que hasta hace poco tiempo eran eficaces.

Esta directamente asociado con la Inmunologfa, a través de am-
plio espacio de estudio que va desde los antigenos, a las respuestas in-
munitarias de diversa naturaleza, que sirven también para realizar el
diagnostico inmunoldgico, e incluso en el extenso campo de la obtencién

y pruebas de eficacia de compuestos utilizados como vacunas. A ello
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contribuyen también las ayudas que recibe desde la bioquimica y biologia
molecular, la genética molecular y la de poblaciones.

Hay aportaciones muy importantes desde las denominadas cien-
cias experimentales, pues los animales de laboratorio sirven de modelo
para variadas experiencias y estudios llevados cabo; y también proceden
contribuciones desde la medicina humana, a través de las zoonosis, la
salud publica y la epidemiologia. Habria que resaltar asimismo la ayuda
de la propia economia, que sirve de base para estimar las sensibles pérdi-
das de rendimientos ocasionadas por la presencia de este parasito no sélo
en los animales sino también en personas afectadas.

En consecuencia no es extrafio que grupos de investigadores im-
portantes vengan ocupandose durante muchos afios del estudio de la
fasciolosis tratando de avanzar en las posibles soluciones. Por ello es facil
suponer que, ante la complejidad de las investigaciones, se necesite el
concurso y ayuda de expertos que se formen en grupos pluridisciplinares,
incluidas las distintas especialidades dentro de la Veterinaria, Farmacia,

Biologia, Medicina, etc., para poder aportar avances significativos.
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2.- INTRODUCCION E INFORMACION GENERAL.

La fasciolosis en el sentido amplio del término estd causada por
parasitos trematodos Digenea que pertenecen al género Fasciola, a la que
con frecuencia se denomina “duela del higado”, y cuya difusién geografi-
ca entra sin duda en la categoria de parasito cosmopolita puesto que su
difusion es practicamente mundial.

Se han descrito varias especies dentro del género Fasciola, pero
s6lo dos se reconocen como validas desde el punto de vista taxonémico
como parasitas de animales y del hombre. Esencialmente las dos especies
que intervienen en esta parasitosis son Fasciola hepatica, Linneo, 1758 y
Fasciola gigantica, Cobbold, 1855; la primera predomina en zonas de cli-
mas mas templados, en tanto que la segunda se encuentra con mayor
prevalencia en regiones tropicales o subtropicales, sin excluir su presen-
cia en otras regiones y reconociendo que ambas se superponen con fre-
cuencia en zonas subtropicales.

F. hepatica es la responsable de la enfermedad en zonas templadas
y, concretamente en nuestro pafs F. hepatica parasita a numerosas especies
de mamiferos, si bien se consideran hospedadores mas adecuados los
rumiantes, tanto domésticos como silvestres. Asi pues, en Espafia se ha
encontrado parasitando ovejas, cabras, vacas, gamos, asnos, caballos,
cerdos, jabalies, conejos, liebres y también el hombre (Rojo y Ferre,
1999).

Se ha citado de manera preferente la presencia de fasciolosis, es-
pecialmente en la llamada Espana humeda, es decir en amplias regiones
del norte, si bien aparecen denuncias frecuentes distribuidas en otras
muchas zonas del centro y del sur de la peninsula Ibérica; ha recibido
muchos nombres y denominaciones locales o vulgares, desde la conocida

“caquexia acuosa” o “podredumbre del higado”, a “comalia”, “galapa-
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go”, “papo”, “papaza”, “mal del higado”, “morrifia”, “duela hepatica”,
etc.

Llaman la atenciéon en los trematodos digeneos diversos aspectos
como por ejemplo su forma, el tamafo y las fases por las que pasan sus
ciclos bioldgicos y su desarrollo en los distintos hospedadores. Cutiosa-
mente, los integrantes de este gran grupo de endoparasitos coinciden en
tener modelos basicos morfologicos y en sus ciclos. Asi, los ejemplares
adultos en realidad son como un conjunto de 6rganos reproductores
donde ambos sexos estan presentes, es decir son hermafroditas, salvo
algunas excepciones de la familia Schistosomatidae.

Disponen de un tegumento externo de considerable interés y un
parénquima central en cuyo seno se encuentran los 6rganos digestivos,
excretores y el sistema nervioso, circulatorio, y reproductor. Externa-
mente, lo que llama la atencién en el caso de Fasciola es 1a disposicion de
dos 6rganos adherentes o ventosas que estan muy proximas y por las que
reciben la denominacién de “distomas”.

La cubierta externa esta formada por una cuticula o tegumento
estructuralmente muy complejo y en el que se aprecian pequenas espinas
moéviles, especialmente en la superficie de la cara ventral, que ejercen una
importante accion irritativa sobre el parénquima hepatico y sobre los
conductos biliares.

Resulta muy aleccionador que en los ultimos afios se ha produci-
do un avance espectacular y un enorme cambio en el conocimiento de la
estructura y organizacion celular de los seres parasitos, incluida de forma
particular F. hepatica. Ahora se conoce muy profundamente la estructura
fina de todos los 6rganos y sistemas de Fasciola a través de un amplio
abanico de técnicas de las que disponen los bidlogos celulares. Un ejem-
plo es el microscopio electronico de barrido que ha aportado una nueva

visién de la arquitectura externa de las fasciolas, en tanto que, por ejem-
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plo, el microscopio electrénico de transmision ha hecho lo propio con la
estructura fina de tejidos y 6rganos y de sus interrelaciones.

Por su parte las técnicas citoquimicas y las inmunocitoquimicas
han servido para estudiar de modo muy profundo diferentes sustancias y
moléculas, asi como aclarar muchas de sus funciones. M4s recientemente
se han producido avances importantes mediante el uso de la microscopia
de laser con escaner confocal, aportando imagenes muy valiosas que por
ejemplo han ayudado a explicar la accién nociva de los fasciolicidas sobre
la estructura del tegumento y los 6rganos internos.

En otros casos los estudios de hibridacion 7z sitn permiten locali-
zar los sitios donde se sintetizan ciertas moléculas, en tanto que las técni-
cas de auto-radiograffa o “pulse-chase” aportan informacién muy valiosa
acerca del desplazamiento intracelular de nuevas moléculas recién sinteti-
zadas, y de alguna forma todos los datos cualitativos se refuerzan me-
diante analisis serolégicos.

De este modo, diversos estudios morfoldgicos se han relacionado
con los avances fisiolégicos, para poder entender el “modus operandi”
de los procesos y sistemas propios de Fasciola; en este aspecto es muy
interesante lo relativo al desarrollo de anticuerpos y su localizacién. En
esta via como sefialan muchos autores, es importante seguir profundi-
zando para conocer mejor los acontecimientos que acompafan a la
compleja migracion desde el intestino hasta su localizacion en los con-
ductos biliares. Durante este complejo trayecto las fasciolas deben ser
capaces de detectar los estimulos adecuados y responder a ellos, alteran-
do lo justo su comportamiento en la dieta, metabolismo de respiracion,
morfologia, etc., para no resultar dafiadas. Es natural que en estos aspec-
tos las técnicas propias de la Biologia celular y molecular, asi como las de
la Genética, ayuden considerablemente a profundizar y desentrafiar lo
que sucede durante este proceso de desarrollo, y también qué genes

intervienen en los cambios que se producen durante la migracién intra-
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organica y, de manera especial, qué respuestas defensivas ponen en mar-
cha los hospedadores. En este punto, se podria decir que el papel actual
de la Biologia celular y molecular puede ser tan importante como lo ha

sido por ejemplo la microscopia electronica desde hace unas décadas.
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3.- REFERENCIAS HISTORICAS SOBRE Fasciola.

Es muy cierto que este trematodo se reconoci6 desde la mas re-
mota antigiiedad y a lo largo de diversas culturas, sin que haya abundan-
tes referencias exactas, lo que da lugar a discusion entre los autores.

En una investigacién paleo-parasitologica realizada en el Valle
Saale-Unistrut, en Alemania, se evidencié la presencia de huevos de F.
hepatica en un esqueleto humano prehistérico y también en los restos de
un bovino de unos 3.000 afnos a.C.; estos y otros hallazgos denotan que
la presencia de Fasciola ya estaba presente en el Viejo mundo hace miles
de afios.

Se puede afirmar que entre los siglos IX y XI, hay ciertas referen-
cias acerca de Fasciola, de modo que para algunos estudiosos podriamos
estar ante la primera mencién escrita sobre esta infecciéon en un libro de
la segunda mitad del siglo IX titulado “Kitab-Wal-Baitara”, escrito por
Muhammed Ibn Ahi Hizam, en el que se cita entre las enfermedades del
ovino el “Kebet”, que se sitda en el higado y que al parecer estarfa pro-
ducida por un ser vivo en forma de verme plano, que bien podria referir-
se a Fasciola. Segan la historia mas cercana de F. hepatica, se trata del
primer trematodo parasito que describié en 1250 Pietro d’Abano y mas
tarde, en el 1379, Jean de Brie como sefialaremos mas adelante.

También en la medicina popular medieval en Alemania se habla-
ba entonces del término “Schafworm”, que venia a significar el “gusano”
de la oveja. En el cuadro 1, figuran algunos de los periodos y hechos mas
destacables en la historia del conocimiento de Fascio/a.

Asi pues la primera referencia en la que se menciona directamen-
te a Fasciola hepatica como agente etiologico de lo que mas adelante se
denominé fasciolosis, corresponde realmente Jean de Brie, quien en 1379
la relacioné con el agente que daba lugar a la alteracion descrita como

“putrefaccion del higado™.
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Cuadro 1.- Hitos en el descubrimiento del ciclo biolégico de Fasciola hepatica

De Brie, 1379 I.’rimero en observar el trematodo hepatico F. hepa-
tica

Redi, 1688 Refuta la teoria de la generacion espontanea

Swammerdam, 1737 Primero en observar cercarias en un caracol

Miiller, 1773 Observa cercarias nadando en el agua

Zeder, 1803 Describe el miracidio eclosionando del huevo

Nitzsch, 1807 Observa cercarias enquistandose

Bojanus, 1818 Describe las redias y el desarrollo de cercarias

La Valette St George, 1855 Observa la infeccion del caracol por el miracidio

Weinland, 1875 Sugiere que las fases larvarias de F. hepatica trans-
curren en L. truncatula

Confirma que L. truncatula es el hospedador in-
Leuckart, Thomas, 1882 termediario y se comprende el ciclo biologico del

trematodo

Lutz, 1892, 1893 Cogfirma que los'herbivoros adquie.ren la infeccion
mediante la ingestion de metacercarias

Sinitsin, 1914 Confirma la ruta de migracion de F. hepatica hacia
el higado

Resulta del todo sorprendente que desde que se supo de la exis-
tencia del trematodo parasito en 1379, hasta que se conocié el ciclo
completo, tuvieron que pasar mas de 500 afnos. Y efectivamente, muy
lentamente se fueron encadenando y descubriendo toda una serie de
aportaciones de forma aislada, que después de muchos aflos se irfan
uniendo de modo ininterrumpido a modo de piezas de un verdadero
rompecabezas, hasta completar el conocimiento del ciclo vital y de las
circunstancias que lo rodean.

Se puede contraponer a esto el enorme avance producido en el
conocimiento de muchos otros aspectos relacionados con F. hepatica en

los dltimos 30-40 afios. Sea como fuere cuando nos referimos a F. hepati-

26



ca estamos ante una de las especies de vida parasita mas estudiadas y
mejor conocidas, a lo que no es ajena la importancia econémica y la
elevada prevalencia con la que se presenta en muchas regiones del mun-
do, de modo que puede considerarse como una especie verdaderamente
cosmopolita.

Por tanto la primera noticia realmente basada en hechos concre-
tos se debe a Jean de Brie (1349-1380), que era un administrador francés
de la corte del rey Carlos V, encargado de la cria de ovejas y que curio-
samente fue autor de un tratado titulado “Bergerie”, que se publicé ese
mismo afo de 1379, y en el que se hacia referencia a la producciéon de
lana, un producto de enorme importancia para aquel entonces. Se trata
del primer trematodo parasito del que se tiene noticia real, pero desafor-
tunadamente, el escrito original no se conservd, de modo que estas ob-
servaciones sélo se conocieron a través de otros tratados publicados
entre 1542-1594 (Dalton, 1999).

Esta obra referida al manejo de las ovejas y a la entonces tan im-
portante produccion de lana por esta especie, incluye una alusién de una
enfermedad de las ovejas que afectaba al higado, de modo que este pa-
recfa que sufria un proceso de “podredumbre o corrupcién” que por
entonces se relacionaba con el consumo de una planta ranunculacea, que
iba seguida de la aparicion de “gusanos grandes y planos”, las conocidas
como “duelas”, por su forma y movimientos caractetisticos. Sin embar-
go, parece que el propio Jean de Brie no llegd a describir muy bien la
morfologia del supuesto parasito y ni siquiera parecia convencido de que
aquellos seres extrafios fueran el origen de las alteraciones que aparecian
en el higado, sino que mas bien los atribuifa a sustancias nocivas o toxicas
que contenian algunas plantas ingeridas por las ovejas (Taylor, 1965). De
forma textual se referia a lo siguiente: “el buen pastor debe tener mucho
cuidado durante el mes de marzo y evitar que sus animales pastasen en

areas pantanosas situadas en zonas bajas y humedas, pues en ellas crece
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una planta muy peligrosa con una hoja pequena redondeada y verde que
se llama “daule”, y que es muy apetecible para las ovejas aunque les re-
sulta también muy dafiina.

Segun esto, es facil suponer la enorme intuicion y las grandes do-
tes de observacién que poseia esta persona, para poder llegar a estas
conclusiones tan adelantadas para la época en la que se escribieron, y
contando ademas con lo que supone como idea precursora desde el
punto de vista de la prevencion, al intentar aleccionar a los pastores para
impedir que sus ovejas aprovecharan las hierbas situadas en lugares en-
charcados.

Segun cita de Cole, 1944, es en 1523, cuando sir Anthony Fitz-
Herbert hace una descripcion perfectamente reconocible de Fasciola, que
se recoge en un libro con referencias sobre la explotacién de animales,
titulado: “A new Tracte or Treatyse moost profytable for all Hus-
bandemense”, es decir, “Nuevo tratado de maxima utilidad para todos
los labradores”.

Algunos afios después (1537) un médico italiano, Girolamo Ga-
buccini da Fano, se refiere a unos gusanos, que dibuja como “pepitas de
calabaza” y que encuentra en el higado de ovejas y cabras, aunque al

<

parecer las situ6é erréneamente en los “vasos hepaticos. El propio
Gabuccini en su obra “De lumbricis alvum occupantibus”,; describe
literalmente “certi animali simili a semi di cocomero nei vasi epatici delle
pecore”.

Mas adelante ya mediados del siglo XVI, habia la creencia general
de que la ingestion por las ovejas de determinadas plantas era la respon-
sable directa de la enfermedad hepatica descrita. Hay razones para pensar
que el primero que verdaderamente situd las fasciolas en los conductos
biliares fue John Faber en 1670, enmendando el error de Gabuccini y de

otros que aflos atras los habian situado en los vasos sanguineos (Rein-

hard, 1957). También vio los huevos dentro de los adultos de Fasciola, lo
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que le indujo a pensar que la infecciéon de las ovejas se produciria por la
ingestion de vermes o de sus huevos y también a avanzar que los vermes
llegarfan al higado por via sanguinea obviando la posibilidad de que
pasen desde el intestino delgado. Estos resultados de los que seguramen-
te tuvo conocimiento van Leeuwenhoek (1632-1723) atrajeron su aten-
cion y le llevaron a tratar de saber mads; realmente €l crefa que los vermes
vivian en el agua y que las ovejas que bebfan ese agua enfermaban, pero
no fue capaz de explicar por qué no podian encontrarse esos seres en
muestras de agua tomadas en el campo; todas estas curiosidades han
quedado reflejadas en varias de las cartas enviadas por el propio Leeu-
wenhoek a la Real Sociedad de Historia Natural londinense, alla por los
afios de 1700.

Sin embargo, hasta mediados del siglo XVII (1688) con los estu-
dios del florentino Francesco Redi (1626-1697) que fue autor de la pri-
mera helmintologia comparada, ademas del primero que aport6 pruebas
concluyentes de lo que mas adelante serfa la base para desechar la teorfa
de la generacién espontanea, hasta entonces muy aceptada. En coinci-
dencia con la idea de la falsedad de la teorfa, Redi demostré que los
parasitos eliminaban huevos, pero logré hacer estas observaciones por
primera vez, y ademds en sus extensas aportaciones incluy6 la descrip-
cién de numerosos vermes parasitos que afectaban a otras muchas espe-
cies de animales.

Francesco Redi llegd a obtener fasciolas del higado de una oveja,
y aflos mas tarde también las recogi6 incluso de una liebre; fue él quien,
en 1680, realiz6 los primeros dibujos de los que se tiene constancia de
este distoma, y el que contribuyé con sus finas observaciones a impulsar
el estudio de la estructura interna y de la biologfa, formas de desarrollo,
etc., de Fasciola. Resulta ademas muy curiosa su descripcion cuando re-
presenta a este verme en la vesicula biliar con una imagen que recuerda

mucho a la de un lenguado.
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Debi6 pasar mucho tiempo antes de que Linneo y sus ayudantes
clasificaran le dieran el nombre cientifico definitivo de Fasciola hepatica,
1758.

Entre los estudiosos de ese periodo podremos citar a Govert
Bidloo, un profesor de Anatomia en La Haya y médico personal de Gui-
llermo III, que en 1698 observo las fasciolas no sélo en los conductos
biliares de diversas especies de animales (ovejas, vacas, venados-ciervos),
sino que también logré relacionarlos con el hallazgo de seres similares en
higados humanos.

En el siglo XVIII surgieron una serie de epidemias importantes
en pafses como Francia, Alemania Italia, etc., que propiciaron las condi-
ciones para mejorar el estudio del parasito y sus repercusiones patologi-
cas.

Fue un naturalista, investigador aleman, Swammerdam ya en
1737-58, quien hizo referencias pioneras a los estadios intermediarios del
ciclo biolégico. Mientras diseccionaba un caracol de nombre Paludina
vivipara, y estudiaba su anatomia interna, vié formas vivas que penso que
eran ajenas al propio molusco. Examinando estas formas y sobre todo
viendo los dibujos que hizo a partir de ellas, se aprecia rapidamente la
semejanza con las redias y las cercarias. En realidad las llamé “gusanos”,
siguiendo la costumbre de utilizar este nombre para todo aquello que
fuera alargado, delgado, sin patas y con movimientos ondulantes.

Este hecho de registrar una fase larvaria de las duelas del higado,
suponia nada menos que un adelanto de 145 afos al esclarecimiento
completo del ciclo de este parasito.

Otro verdadero hito lo marco Frank Nicholls, un médico famoso
y anatomico inglés, cuando presenté en 1755 un informe ante la Real
Sociedad, en el que subrayaba que los conductos biliares de toros infec-
tados con Fasciola (“podredumbre del higado”) estaban obstruidos como

por “una especie de pared de piedra” alrededor de las fasciolas; esta es la
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primera descripcion de la tipica calcificacion de los conductos biliares vy,
al mismo tiempo, una de las primeras alusiones sobre la accién patdgena
causada por F. hepatica.

Otra contribucién importante en relacion con el ciclo se produjo
unos 20 afios después, cuando Miller (1773) describi6 el hallazgo de
seres mindsculos con una cola (como “renacuajos”) que nadaban en el
agua de estanques y a los que denomind “cercarias”, que por entonces
era un nombre genérico que inclufa los seres dotados de cola. Eichorn
(1781) y Hermann (1783) describieron diferentes tipos de cercarias y
quedaron algo perplejos ante lo que crefan forma de division sencilla de
estos “animalunculos”. En 1875 Weinland describi6 la cercaria en detalle
y sugirié por primera vez la intervenciéon del hospedador intermediario,
sospechando del caracol Lymnaea truncatula.

Con todo, en ese momento el ciclo de Fasciola permanecia todav-
fa como un gran misterio sin desvelar, y sin sospechar siquiera que se
requerfa la intervencion de mas de una especie animal para completarse.

Cuando se hicieron las primeras observaciones sobre fases inter-
medias de F. bepatica, no se tenia ni la menor idea de la estrecha relacion
que éstas guardaban entre s{ y mucho menos de que estas fases formaban
parte del ciclo de desarrollo de este organismo.

Incluso se conoce algin detalle de estas fases, pero sin llegar a
sospechar ni siquiera que guardaban relacion entre si. Asi pues, ya se
conocian bien las cercarias moviéndose en el agua casi 50 afios antes de
que se sospechara su relaciéon con Fasciola y asi pasan mas de 100 afios
entre la primera observaciéon denunciada de una cercaria y la demostra-
cién de que se trataba de una etapa en el desarrollo del ciclo biolégico de
F. hepatica.

Desde 1789 ya se consideraba la fasciolosis como epizootia de
rumiantes pero mas adelante hay otra serie de citas sucesivas que denun-

cian los reiterados problemas relacionados con Fasciola. El primero que
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pensé en esta posibilidad fue un veterinario danés Meter Abildgaard
(1790) quien estudiando el desarrollo de algunos cestodos de aves, advir-
ti6 la necesidad del desarrollo de un estado larvario en un pez, para luego
finalizar en el ave; pero pronto se olvido esta idea de la necesidad de
pasar por diferentes hospedadores hasta llegar al adulto, y transcurrieron
muchos afos hasta que se retomaron sus observaciones.

Asf en 1803 J. Zeder observo en el agua la presencia de embrio-
nes ciliados que salian de los huevos de algunos trematodos, a los que
denominé “miracidios”.

A Christian Nitzsch (1807) se debe el primer hallazgo de una cer-
caria perfectamente enquistada, describiendo el proceso de pérdida de la
cola de la redia y como se recubria de una sustancia gelatinosa, quedando
inmovil, pero todavia no se relacionaba estas cercarias con los adultos.

Ludwig Bojanus en 1818 reprodujo los hallazgos previos de
Swammerdam (1737) sobre las redias del trematodo; él fue quien perci-
bi6 la similitud entre las redias, cercarias y los adultos de trematodos; no
obstante, este autor tampoco trabajé con el caracol Lymnaea trucatula y en
consecuencia no vi6 los estadios larvarios de F. hepatica. Realmente se
crefa que las cercarias constituian formas de vida independientes.

En 1831 Mehlis, un médico aleman atraido por la biologfa, hizo
una aportacion muy interesante; ¢l observé los minusculos embriones
ciliados, los miracidios saliendo de los huevos de Fasciola, y alejandose
rapidamente; fue un poco mas alld al intuir que los movimientos enérgi-
cos de los miradidios en el agua eran fruto de un comportamiento parti-
cular que podia significar la necesidad de encontrar algo que pudiera
permitirles evolucionar y quiza llegar a infectar a un hipotético hospeda-
dor final.

Esto estaba en contra de los postulados muy aceptados de que el
hospedador final resultaba infectado por la ingestién del huevo, idea que

pronto se abandond, después de los experimentos efectuados por un
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profesor de la Royal Veterinary College de Londres, James Simonds,
1852-1880, en los que no tuvo éxito con el intento de encontrar fasciolas
después de infectar con dosis masivas de huevos del parasito a una oveja,
que finalmente no mostré tampoco sintomas de la enfermedad.

En la mitad del siglo XIX se habfan completado la mayoria de los
ciclos de muchas especies de trematodos. Gracias a las observaciones de
Steenstrup (1813-1897) que trabajé como zodlogo en Copenhague y fue
el primero que pensé en unir las varias piezas de la historia. Aludiendo a
que varias formas de vida de los trematodos, en realidad constituian las
fases del desarrollo del mismo ser y eso a pesar de las enormes diferen-
cias entre ellas, publicé un trabajo sobre el “principio de la alternancia de
generaciones”.

Pronto se afladieron nuevos hechos que corroborarian esta idea,
pot ejemplo Carl von Sielbold (1854), un experto en trabajos con trema-
todos, observé la existencia de 6rganos sexuales rudimentarios en las
metacercarias enquistadas, sugiriendo que se trataba de un estadio infec-
tante para los vertebrados, en los que finalmente se desarrollarfa hasta
lograr la madurez sexual.

Resultan muy interesantes las experiencias del francés Adolphus
von la Valette St George (1855), con las que pudo demostrar que algunas
cercarias enquistadas después de ser liberadas de caracoles acuaticos se
desarrollaban hasta adultos sexualmente maduros en aves, y quizd algo
que indica mayor intuicion, cuando ideé que las cercarias no totalmente
enquistadas, y que todavia posefan la cola, en realidad no tenfan capaci-
dad para infectar.

Mas tarde Guido Wagener (1857) afiadi6 otra pieza importante al
“puzzle”, al indicar que los miracidios penetraban en los caracoles y se
desarrollaban hasta la fase de redias. Esto lo completé David Weiland en
1875, siendo el primero en demostrar que las fases larvarias de Fasciola

evolucionaban en moluscos Lymnacea truncatula; el fue quien observo los
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sacos de cercarias en las glandulas digestivas de esta especie de caracol y
comprobé que las cercarias tenfan una predisposicion particular por
abandonar el agua y adherirse a objetos externos. Al mismo tiempo sugi-
ri6 que las cercarias asi enquistadas en las hierbas podian ser ingeridas
por ovejas y que en realidad estas cercarias eran las fases jovenes de las
tasciolas.

Es un ejemplo de parasito conocido desde muy antiguo, que ha
servido de modelo para muchos otros estudios, pero en el que hasta muy
tarde (1882-1883) no se desveld que los hospedadores finales adquirian
la infeccién mediante la ingestion de metacercarias presentes en las plan-
tas.

Pero debieron transcurrir 20 aflos mas para confirmar la sospe-
cha tedrica de que las limneas actuaban como hospedador intermediario
de F. hepatica. Concretamente, los estudios experimentales de Lutz en una
especie similar, Fasciola gigantica, y los realizados de forma simultanea,
pero por separado, de Thomas (1883) en el Reino Unido y Leuckart
(1882), en Alemania, contribuyeron a completar el ciclo al demostrar que
se desarrolla en el caracol Lymnacea truncatula.

El primero que sugirié una conexion entre las cercarias y los
adultos de los trematodos fue Leuckart (1822-1898). Demostré una
asombrosa capacidad de observacion cuando sugiri6 la similitud de cier-
tos trematodos, hallados en el intestino de peces, con las cercarias situa-
das en las agallas de sus presas.

Sin embargo fue Thomas (1857-1937) a quien se reconocié6 como
el primero en hacer este descubrimiento, cuyos detalles se publicaron en
la revista Nature, en 1882. El tuvo la suerte de encontrar un habitat de
caracoles muy favorable en 1880 y otro de nuevo en 1882; relata que
después de unas inundaciones del rio Isis, en los prados mas bajos al
retirarse el agua del rio que los inundaba, los caracoles quedaban esparci-

dos por los campos en abundancia tal que consigui en repetidas ocasio-

34



nes recoger mas de 500 ejemplares del caracol. El informe que presentd
en 1882 era una clasica publicacién de parasitologia y resulta curioso que
algunos de los dibujos del ciclo biolégico de Fasciola se siguen reprodu-
ciendo hoy.

Pero todavia quedaban algunos puntos oscuros acerca del ciclo,
por ejemplo, la prueba de que los herbivoros adquitfan la infeccién por la
ingestion de metacercarias, y desde luego faltaba por demostrar la via de
emigracion por la que las fasciolas jovenes alcanzan el higado del hospe-
dador definitivo. Asi, Lutz (1892) logré infectar cobayas, conejos, cabras
y ratas afadiendo metacercarias en su comida, aunque lo consiguié con
Fasciola gigantica.

La guinda al pastel del ciclo la logré colocar un autor ruso, Dimi-
tri Sinitsin en 1914, este helmintélogo demostré que las fasciolas jovenes
en conejos infectados, eran capaces de liberarse de su quiste en el intesti-
no delgado, y a continuacién atravesar la pared intestinal, y emigrar hacia
el higado por la cavidad peritoneal; observaciones confirmadas mas tarde
por otros muchos autores.

Resulta interesante reconsiderar que los trabajos realizados du-
rante 145 afos para el descubrimiento del ciclo bioldgico se hicieron en
dos sentidos; unos consistieron en la comunicaciones de hechos y des-
cubrimientos mas bien casuales, pero otros, quizas los mas trascenden-
tes, lo fueron de manera intencionada, como es el caso de los estudios de
Thomas y Leuckart quienes pretendian identificar el caracol que inter-
venfa como hospedador intermedio del trematodo. Sin embargo, entre
esta larga trayectoria de contribuciones a la historia de Fasciola, merece la
pena resaltar de modo particular la idea del danés Steenstrup; él dié un
impulso decisivo al plantear la teoria de de la “alternancia de generacion”
lo que permiti6 avanzar explicando lo que podria suceder con el ciclo de
Fasciola y 1a raz6n por la qué unas fases de desarrollo daban lugar a otras

que no se parecian entre si.
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Asi pues, en el afio 2014 se cumplira el primer

centenario del descubrimiento del ciclo

fteoorr Lrucnan completo de F.
bepatica en el que S'{

participaron numero-

g

sos investigadores de | »
muy distintos paises, #
entre los que hemos
citado sélo los logros

mas destacados de alguno de ellos culminado

con los éxitos alcanzados por Thomas y
Leuckart, casi al unisono, y finalizados por Sinitsin, en 1914.

En resumen el ciclo de F. hepatica pasa por cinco fases (Fig. 1):
Eliminacién de huevos por el hospedador final y su desarrollo externo.
Eclosion y salida de los miracidios, que buscan y penetran en el molusco
hospedador intermediario, que habitualmente es Galba (= Lymnaea) trun-
catula. Desarrollo y multiplicacion de fases larvarias (esporocistos, redias)
dentro del molusco. Emergencia de las cercarias de los caracoles y su
posterior enquistamiento. Finalmente la ingestion de metacercarias infec-
tantes por los hospedadoes definitivos y el consecuente desarrollo de los
adultos maduros en el higado.

Claro es que en cada una de estas fases habra factores favorables
o contrarios que pueden influir notablemente en el éxito final de cada
estadio y su desarrollo completo, tal como comprobaremos adelante.

Respecto a su papel como zoonosis tiene una historia particular
que se inicia en el siglo XVII en que el que se tienen las primeras refe-
rencias de la fasciolosis en el hombre, concretamente Pallas en 1760, las
vi6 por primera vez al examinar los conductos biliares de una mujer

infectada por F. hepatica.
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Figura 1.- Ciclo biologico de Fasciola hepatica.

Sin embargo, en Espafia no se denunciaron casos hasta que en
1890, Martin de la Calle publicé un trabajo titulado “Un caso de disto-
ma hepatico en el hombre”. Después vendrian nuevas informaciones
de caracter intermitente y algunas denuncias accidentalmente encontra-
das, hasta los resultados y la informaciéon recopilada por Gonzalez Castro
que, en 1947, aportd informacién de relevancia en relacién con la fascio-
losis humana, con el titulo “Aportacién al conocimiento de la fascio-
losis humana con motivo de algunos casos observados en
Granada”. Se trata de un trabajo que deja entrever las enormes carencias
de disponibilidad material en esa época y al mismo tiempo la gran capa-

cidad de observacién con la que se suplian.
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4.- ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS.

Este trematodo es conocido también como “duela”, palabra deri-
vada del francés antiguo, “douelle”, hace referencia a las tablas planas y
encorvadas de los barriles de madera. Otro sinénimo es distoma, del
griego 8_ o = dos y onépa = boca, que hace referencia a las dos vento-
sas. La palabra trematodo del griego: To nuaxtwdng, significa: abertura o
ventosa.

En Espafia ha recibido también nombres corrientes como “due-
la”, “distoma hepatico”, “coscojo”, “galapago”, “palomita”, “caracolillo”,
“serilla”, “convalia”, etc.; y la enfermedad también ha recibido diversos
nombres populares como “papo”, “papera”, “caquexia acuosa”, “podre-
dumbre del higado”, etc.

El nombre vernaculo en México es “cazahuate”, en Chile “pi-
rihuin”, en Argentina “saguaipé” y en Perd se conoce como “alicuya”
que es un nombre popular en el idioma autéctono.

Los ejemplares adultos de F. hepatica tienen forma lanceolada, y se
describen como similar a una hoja de laurel, con un tamafio que varia
entre 2,5-5,0 y 0,4-1,3 cm. En el polo anterior se aprecia un cono cefalico
bien diferenciado, que finaliza en una ventosa oral, facilmente visible y
muy cercana a otra ventosa ventral o acetabulo que es mas grande.

El tegumento varfa de color blanco a marrén y posee una cuticu-
la gruesa, de 10 a 17 p, provista de pequefias espinas triangulares y orien-
tadas hacia atras; se dispone la musculatura subcuticular lisa vy
estratificada formada por tres capas que se sustentan sobre el mesénqui-
ma sincitial. Esta cubierta corporal es muy activa y aparte de mantener la
integridad del parasito, interviene en funciones de absorcién—secrecion y
por tanto en la nutriciéon. El aparato digestivo comienza en la boca, se
continua con una faringe musculosa, el es6fago corto se comunica con

dos ciegos ramificados y extendidos hasta la porcién posterior y carece
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de ano, de modo que los productos de excrecién los elimina a través del
estoma. El sistema nervioso consiste en un par de ganglios cerebroides
interconectados (situados por debajo de la ventosa oral) y de esta estruc-
tura parten pares de cordones longitudinales: ventrales, dorsales y latera-
les. El aparato excretor protonefridial estd constituido por células en
llama, comunicados con los tubillos colectores, que se abren a su vez
hasta la vesicula excretora. Una caracteristica propia de Fasciola es ser
hermafrodita, lo que facilita enormemente el elevado potencial reproduc-
tor de este trematodo.

El aparato genital masculino ocupa la parte media del cuerpo;
esta formado por dos testiculos ramificados, ambos desembocan a la
bolsa de cirro situada al lado del acetabulo, el poro genital se ubica en el
borde acetabular anterior, sobre la linea media. El aparato genital feme-
nino consta de un ovario muy ramificado situado al lado derecho del
cuerpo, por delante de los testiculos. El utero corto y sinuoso, esta situa-
do en el tercio anterior del trematodo; casi siempre se halla lleno de
huevecillos caracteristicos ovoides y operculados que miden 130-150 x
60 a 90 um, y que primero pasan a la bilis y después se eliminan con las
heces sin embrionar.

En la figura 2 se sefalan algunas de las principales vias geografi-
cas que ha seguido de Fasciola hepatica en su dispersion durante el perfodo
de post-domesticacién. El punto inicial de dispersion, mediante peque-
flos rumiantes ovinos y caprinos salvajes y Galba truncatula, se sitia en el
Proximo Oriente. La extension a partir del periodo de post-
domesticaciéon hacia el Viejo Mundo procedié del Medio Oriente
aproximadamente 6.000 afos antes de Cristo como se indica en el mapa
con lineas negras. La difusién hacia el oeste, centro y norte de Europa,
tuvo lugar a través de los Balcanes y Turquia-Grecia, probablemente
entre los milenios 4-3 a.C. Hacia el oeste la ruta seguida probablemente

fue por el Mediterraneo, con los fenicios y también mas tarde con los
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romanos, llegando al noroeste de Africa e Iberia sobre el siglo octavo
a.C. Los ochocientos afios de ocupaciéon arabe de la peninsula Ibérica
ciertamente habrian contribuido a la difusién de Fasciola hacia el norte de

Africa a través de Gibraltar.

Figura 2.- Geografia de la probable difusion de Fasciola hepatica
(Mas-Coma et al., 2009a).

La expansion hacia el este, en Asia también se sefialan dos posi-
bles rutas principales, una mas limitada hacia el sur, a través de las mon-
taflas de Afganistan y hasta Pakistan, probablemente en los milenios IV y
IIT a.C., y otra via mas larga a través de Turkmenistan, Uzbekistan, Tayi-
kistan y Kirguizistan, hasta China y el Lejano Oriente, al parecer mas
reciente.

Fueron las rutas transoceanicas hacia el Nuevo Mundo y Oceania
las que continuaron la propagacion de Fasciola hepatica durante los tltimos
500 afios, y después se superponen otras rutas secundarias para comple-
tar la difusion en las diferentes zonas de América. Esto viene a significar
que la amplia difusién de la fasciolosis en Espafia, Portugal, Francia, el

Reino Unido y también Pafses Bajos entre los siglos XV y XIX, consti-
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tuyé con toda certeza el origen de la introduccién de este parasito en
aquellas tierras.

Durante las primeras décadas de la colonizacion por los europeos
la introduccién de animales no fue muy importante; sin embargo, hacia el
afio 1525, se sabe que el ganado espafiol adquirié importante representa-
cioén, puesto que se habia extendido mucho inicialmente en el area del
Caribe y después hacia el resto de América Central y del Sur.

El ganado transportado de origen espafol fue inicialmente sobre
todo ovino autéctono y después se amplié a ganado vacuno de razas
muy rusticas criadas entonces en toda la Europa Occidental y en el sudo-
este espafiol, mientras que el ganado de origen portugués que fue hacia
Brasil eran vacunos criados principalmente en el noroeste de la peninsula
Ibérica (Mirol ez al., 2003). Como se sabe la raza ovina merina productora
de lana por entonces con fama bien adquirida por su calidad, pronto se
extendid en las tierras conquistadas de las américas.

La extension desde Eurasia de Fasciola es reciente. La gran uni-
formidad genética de las fasciolas halladas en puntos geograficamente
alejados, como Valdivia en Chile 6 Leén en Espafa, demuestra el origen
comun de la difusiéon de parasito y hospedadores por toda América. Otro
tanto sucede entre los aislamientos genéticos del Reino Unido en rela-
cién con los hallados en Australia.

La fasciolosis hiperendémica que hoy se extiende por amplias
zonas de los paises andinos es producto de la historia. En la América
precolombina no se conocian las ovejas ni las vacas, pero los conquista-
dores espafioles al apoderarse de las nuevas tierras, las importaron desde
Europa, presumiblemente ya infectadas con fasciolas; y no soélo eso,
también se llevaron sin tener conocimiento de ello limneas.

Tal acarreo ha llegado a generar un verdadero desastre ecolégico,
que con el paso del tiempo ha alcanzado cotas tan importantes que, por

ejemplo, solamente en el altiplano boliviano en el espacio comprendido
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entre La Paz y el Lago Titicaca, se han diagnosticado mas de 350.000
habitantes infectados, principalmente entre grupos indigenas empobreci-
dos que viven basicamente del pastoreo. La invasion parasitaria fue tan
efectiva que afecté a otras muchas especies, incluso a las vicufias oriun-
das de Sudamérica. Otro tanto puede decirse de amplias regiones de
Perd, Venezuela, Chile, etc. y de otros paises centroamericanos como es
el caso de Cuba.

La miseria prevaleciente, la carencia de servicios sanitarios y la
ignorancia, contribuyen a la propagacion creciente de esta infeccién, que
supone dafios graves no solamente para la salud sino también para la

economia de esos pueblos.

4.1.- Transporte, trashumancia y comercio.

El empleo de especies animales de interés ganadero para el trans-
porte de personas, bienes y mercancias que se produce en todas las civili-
zaciones humanas, proporcionaron la posibilidad de que las fasciolas se
extendieran de modo progresivo a amplias areas geograficas dentro de
un continente o una region intracontinental. Muchos de estos animales
todavia se emplean hoy para el transporte, aunque sea a escala local, y en
ese sentido representan un medio importante que posibilita la mayor
difusion de la infeccion.

La trashumancia es un sistema de explotaciéon ganadera basado
en el pastoreo y aprovechamiento de pastos en periodos adecuados y se
otienta a evitar los efectos negativos de factores climaticos excesivamen-
te rigurosos por las temperaturas frias o calidas acompanadas de escasas
precipitaciones o de excesiva sequia, en particular en ciertas estaciones y
regiones determinadas. La migracién estacional de la ganaderfa, entre

tierras bajas y de montana ha sido una tradiciéon importante durante
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muchos afios y hoy todavia se practica en muchas regiones de Europa y
de Espafia.

Otro tipo de desplazamiento utilizado que se emplea es el llama-
do ‘transestancia’, que se refiere al transporte estratégico de rebafios
desde un 4rea a otra ante las exigencias de aprovechamiento de grandes
extensiones de pasto, con lo cual se facilita también la difusién de fascio-
losis en situaciones de control deficiente.

Es evidente que los transportes por via terrestre, maritima, o aé-
rea utilizados asiduamente para movimientos de importa-
cién/exportacién de ganado, pueden tener repercusiones sanitatias y
muy probablemente han sido el origen de introducciéon de fasciolosis
hasta otras zonas lejanas, tal como sucedié con las colonizaciones de
América.

Los problemas relacionados con estos movimientos comerciales
ademas de implicar el riesgo de extender la infeccion por Fasciola hacia
otras areas, también dificultan la realizacién y obtencién de buenos resul-
tados en estudios genéticos que estén basados en algunos marcadores
moleculares. En efecto, si las poblaciones de fasciolas proceden de mez-
clas anteriores y de distintos origenes, es muy dificil que a través de los
estudios genéticos se puedan hacer interpretaciones correctas sobre su
origen y las vias seguidas por las fasciolas (Semyenova ¢z al., 2006; Walker
et al., 2007), y por tanto habra mucha dificultad para obtener resultados
reveladores sobre las rutas seguidas por Fasciola spp., sobre todo si se
tiene en cuenta la escasa disponibilidad de marcadores moleculares fia-
bles.

Tales movimientos de ganaderia realmente no sélo facilitan la ex-
tension de Fasciola sino también de las especies de caracoles que actdan
como vectores, como es el caso de los limnéidos que se encuentran en
contacto directo con los animales porque ambos comparten habitats

similares. Esto es lo que sucede con respecto a Galba truncatula, un cara-

44



col que, por lo general, se encuentra en lugares encharcados y en el fango
y puede ser arrastrado entre las pezufias de los animales, y dispersados a
otros lugares, introduciéndose asi de manera accidental donde no es
habitual. Esto es lo que muy probablemente ha sucedido y se ha analiza-
do en zonas de Bolivia (Mas-Coma ef al., 2001) y también en partes de la
isla de Corcega (Oviedo ef al., 1992, 1996) Las evidencias sugieren que
ejemplares de G. fruncatula pueden permanecer activos en el seno de
trozos de fango adherido a las pezufias de los rumiantes que pisotean
esas zonas y pueden ser trasladados a otras donde tras un periodo de
hibernacién o estivacion se reactivan cuando nuevamente se sumergen
en agua.

La fasciolosis como una enfermedad parasitaria causada por la
especie F. hepatica esta ampliamente distribuida en Europa, Africa, Asia,
Oceanfa y América, y en cambio la presencia de F. gigantica parece tener
una difusién mas restringida a zonas que se indican en el mapa propues-

to por Torgerson y Claxton (1999) (Fig. 3).

Figura 3.- Distribucion mundial de Fasciola hepatica y F.gigantica
(Torgerson y Claxton, 1999).

.F. hepatica D F. gigantica . Ambos parasitos pueden estar presentes

45



4.2.- Distribucioén de especies de Fasciola.

La extension de F. bepatica y F. gigantica es una consecuencia de las
actividades humanas a lo largo del tiempo que han conducido a su su-
perposicion de las areas de presencia de ambas especies en muchas re-
giones de Africa y Asia, donde ademés se dan las condiciones adecuadas
para el desarrollo de las especies de limnéidos que intervienen como
hospedadores intermediarios. Generalmente, en los pafses tropicales
donde coexistan, se observa que F. hepatica es endémica en las tierras
altas, mientras F. gigantica es mas propia de regiones mas bajas (Mas-
Coma y Bargues, 1997).

Se ha comprobado en la region de Delta del Nilo en Egipto un
tipico ejemplo de presencia simultanea de dos especies de moluscos en
zonas comunes. De esta forma Lymnaca truncatula y 1. natalensis se en-
cuentran en zonas himedas muy cercanas y sobre todo, proximas al
mismo lugar donde pastan los animales y donde hay fasciolosis que tam-
bién afecta a las personas. Ambas especies de caracoles hospedadores
intermediarios y formas intermedias de Fasciola podian aparecer en el
higado del mismo animal (Periago e# al., 2007).

Paises asiaticos como Iran y Paquistan proporcionaron también
ejemplos de zonas con superposicion de ambas especies. En estos paises,
se ha comprobado que G. #runcatula ocupa principalmente zonas monta-
flosas, mientras que Lymnaea auricularia aparece sobre todo en las tierras
bajas con temperaturas medias mas altas.

En el mapa (Fig. 4) se puede observar que F. hepatica esta presen-
te en la mayor parte de los paises europeos.

La presencia de F. hepatica se ha denunciado practicamente en to-
da Espafia aunque con notables diferencias entre regiones que vienen
delimitadas por la climatologia y la diferencia entre zonas himedas y
secas. En general los estudios efectuados en el norte, Galicia, Asturias,

Leo6n, Cantabria y Pais Vasco, sefialan prevalencias que van desde el 5-
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10% hasta superar el 70%, variaciones que estan muy en relacién con las
zonas concretas donde se hacen las determinaciones, con el tipo de me-
didas de control adoptadas y también, en ocasiones, con las técnicas

empleadas para la deteccion.

Figura 4.- Distribucion actual de la fasciolosis en Europa (Fairweather, 2010)

D Distribucion del trematodo en Europa

- Zonas de alto riesgo

En Galicia, por ejemplo, se ha comprobado que concurren con-
diciones climaticas y edaficas idoneas para el desarrollo del ciclo externo
de F. hepatica y en numerosos y amplios estudios realizados entre otros en
nuestro laboratorio de la Facultad de Veterinaria de LLugo, se ha consta-
tado que las prevalencias de infeccién y dentro de las oscilaciones encon-
tradas, resultan muy elevadas tanto en ganado vacuno como en ovino.
Concretamente en algunos lugares de Galicia hasta el 28,8% de las explo-
taciones examinadas tenfan vacas parasitadas, y en algin caso se daba la

circunstancia de que granjas de tipo familiar que alcanzaban el 87,5% de
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eliminadores de huevos entre los animales mas jovenes y del 68,6% en
los de mas edad. Las cifras de eliminacién de huevos en las deyecciones
oscilaban considerablemente, llegando en algunos casos cifras muy altas
de huevos por gamo de muestra examinada.

En estudios serologicos mediante la prueba ELISA, hasta el
64,7% de los animales investigados tenfan anticuerpos frente a F. hepatica.
Otro tanto sucedia en la regiéon proxima de Asturias, donde se citan hasta
el 45% de las explotaciones de ganado vacuno con animales parasitados.
Cuando la técnica utilizada era la detecciéon de anticuerpos por un
ELISA, la prevalencia de esta parasitosis alcanzaba niveles positivos del
31% al 89%, con medias del 60% (Marin, 1992). En el norte de la pro-
vincia de Ledn, en ganado vacuno analizado se citan prevalencias altas
por examenes directos que variaron entre el 28% y el 64% en funcién de
las localidades de procedencia.

Otros estudios realizados en numerosas granjas de vacuno leche-
ro de explotaciones semiextensivas de la zona norte de Espafa (que
incluye Galicia, Cantabria, Ledn, Palencia y Lérida), se encontraron me-
diante serologia porcentajes elevados de granjas con animales positivos a
anticuerpos frente a F. hepatica, lo que refleja el importante problema de
infeccién que todavia persiste en granjas lecheras y de aptitud carnica
asentadas en estas regiones espafiolas. Otros datos procedentes del Sur
de la peninsula (en diversas localidades de Andalucfa y Extremadura),
sitan los porcentajes de parasitacion entre el 3 y el 20%, dependiendo
de las especies animales estudiadas y de las zonas concretas.

Si se observan los datos sobre la evolucion de la fasciolosis ani-
mal de los dltimos afios en muchas regiones los resultados no dejan de
sorprender; si tomamos como ejemplo lo que se detecté en una zona
endémica como es Escocia, durante el periodo que va del 1993 al 2008,

se comprob6 algo muy llamativo y es que, lejos de disminuir la prevalen-
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cia, ésta se incrementd apreciablemente, sobre todo a partir del 1999

(Fig. 5).

Fig. 5.- Variaciones de la fasciolosis en vacuno y ovino en afios recientes en
Escocia, segun el Servicio Veterinario (Fairweather, 2010).
Incremento de la fasciolosis desde 2000
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En estudios recientes sobre la situacion de la fasciolosis bovina
en Galicia se comprueba que los avances no han ido acorde con lo espe-
rado después de unos afios en los que se han propugnado y aplicado una
serie de medidas de control. Efectivamente, resultados de varios afios
indican que sigue habiendo porcentajes todavia muy altos (hasta el 62%0)
de explotaciones con animales infectados, siendo similares a los encon-
trados casi veinte aflos atras; es probable que las intensidades de infec-
ci6on se hayan reducido en este periodo, pero siguen siendo poco
compatibles con explotaciones normales que deberfan de estar exentas
de estos problemas. En Galicia se constata de nuevo, mediante estudios
directos efectuados tras el sacrificio de rutina de estos animales, que las

cifras de bovinos afectados por F. hepatica se sitian en torno al 28%, con
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cifras medias considerables del nimero de ejemplares de fasciolas adultas
(15) halladas en el higado. A todo ello habria que anadir también la pre-
sencia de otros parasitos trematodos que guardan cierta similitud en su
presentacion con Fasciola como el es caso del paranfistémido Calicophoron
(Arias et al., 2011).

Cabe preguntarse entonces por las razones de esta tan negativa
tendencia, y muy probablemente una posible explicacion haya que bus-
carla en las repercusiones del tratamiento reiterado a base de distintos
farmacos como los bencimidazoles y todo lo concerniente a la aparicion
de resistencias a ellos. Cuando menos se pueden extraer algunas conclu-
siones, que mas adelante podremos detallar, que pueden justificar por
qué no se ha llegado a controlar mejor la fasciolosis en amplias zonas.
Las condiciones del desarrollo del ciclo biolégico tienen mucho que ver
con esta dificultad de control de la infeccion, puesto que si solo se actia
sobre el hospedador definitivo mediante tratamientos medicamentosos,
que no siempre se ajustan a las pautas mas correctas, existe la posibilidad
de que los animales se reinfecten de nuevo a partir del desarrollo de las
formas libres del ciclo, e incluso hay la posibilidad de aparicién de cepas
resistentes a los antiparasitarios. Hay asimismo otras diversas posibilida-
des que contribuyen a dificultar la supresion de esta parasitosis y a las

que nos referiremos mas adelante.
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5.- IMPORTANCIA DE LA INFECCION ANIMAL.

Este parasito es el responsable de la enfermedad en zonas de cli-
mas templados y humedos. F. hepatica parasita a numerosas especies de
mamiferos, aunque se consideran hospedadores mas adecuados los ru-
miantes, tanto domésticos como silvesttes.

Diversos estudios han puesto de manifiesto diferencias en la re-
sistencia o sensibilidad a esta parasitosis dependiendo de la especie ani-
mal. Es asf como se ha descrito que el cerdo, el jabali, el perro y el gato,
oponen una rapida respuesta contra el parasito limitando mucho su
desarrollo. En cambio los bovinos, ovinos, equinos y el hombre reaccio-
nan en forma tardia permitiendo su desarrollo. Asi pues, la infeccién por
F. hepatica no afecta por igual a todas las especies animales; sefialando el
ganado ovino y bovino como los mas receptivos, lo que implica conside-
rables pérdidas econémicas, tanto directas (muerte de los animales, espe-
cialmente por fasciolosis aguda) como indirectas (decomiso de higados,

disminucién de las producciones, gastos en tratamientos, etc.).

Cuando se presentan brotes de la llamada fasciolosis aguda puede
haber indices de mortalidad altos, siendo mas habitual en ovinos que en
vacuno en que la forma clinica mas frecuente es la de tipo crénico, que
se manifiesta con sintomas generales inespecificos, entre los que estan
los digestivos, asi como la pérdida progresiva de la condiciéon corporal
acompafiada de mermas sensibles del indice de crecimiento y de la pro-
duccién y calidad de 1a leche.

En efecto, F. hepatica es un parasito enormemente dafino, cuya
influencia mas nociva la ejercen las duelas jovenes durante su etapa de
migracion a través del tejido hepatico y entrada en los conductos biliares
(Fig. 6). Durante esta fase del proceso se destruye el tejido noble del
higado y aparecen numerosas zonas con fuerte hemorragia. Las espinas

irritan adicionalmente el tejido que reacciona provocando finalmente
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fibrosis y muerte celular. Algunas fasciolas pueden acabar encapsuladas
por los tejidos y formar quistes del tamafio de una nuez. También se ven
danados los conductos biliares que inicialmente se dilatan e inflaman y
finalmente desarrollan un proceso de calcificacién con incrustaciones
tipicas de consistencia muy dura. Ademas de las posibles complicaciones
surgidas de posibles infecciones bacterianas secundarias, las duelas elimi-
nan sustancias que llegan a ser téxicas afectando negativamente la fun-
cionalidad hepatica. Como consecuencia de todo ello, son numerosos los
procesos fisiolégicos que se ven alterados en mayor o menor grado,

dependiendo de la intensidad de la parasitacion.

e, =l

Fig. 6.- Izda: detalle de las espinas del tegumento de las fasciolas
Dcha.: corte histolégico que muestra la presencia de una fasciola juvenil
(Carrada Bravo et al, 2005).
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Como ya mencionamos, de ordinario
la fasciolosis es mas grave en ovinos que en
bovinos, pero en ambos junto con los casos

de muertes, el mayor perjuicio econémico se

debe a la retirada y obligada destruccién de
6rganos en el matadero y a la reduccion del aumento de peso en ganado
joven que puede alcanzar el 30%, incluso en casos de infecciones mas
leves. Fasciola hepatica en su migracion a través del parénquima hepatico y
de los conductos biliares, causa importantes lesiones que se traducen en
decomiso de los higados, pudiendo superar el 3,5%.

La producciéon de leche también disminuye sustancialmente in-
cluso en animales con infecciones relativamente moderadas.

Se puede confirmar la infeccion mediante la deteccion de huevos
en las heces; pero cuando la liberacién de huevos es intermitente, su
ausencia en las heces no resulta concluyente. También hay que tener
cuidado en no confundir los huevos de F. hepatica con los de Paramphis-
tomum spp. que tienen mucha similitud.

El diagnéstico de rutina de la fasciolosis animal, mediante analisis
coprologicos con técnicas de sedimentacion, es muy util, pero tiene un
fuerte inconveniente debido a que con este método no se evidencian
infecciones en la fase prepatente y porque su sensibilidad se estima sélo
del 72,5% en ovino, 76,6% en porcino y 83,3% en équidos.

Dado que con esta técnica solo se puede demostrar la presencia
de huevos a partir de los dos-tres meses postinfeccion, eso significa que
no detecta infecciones de tipo agudo ni durante la fase de prepatencia.
Preocupa también que sea un método que apenas detecta animales posi-
tivos si la carga parasitaria es reducida o si existe eliminacién discontinua
de huevos. El examen coprolégico requiere un tiempo para examinar
cada muestra, que supera siempre al empleado con las técnicas seroldgi-

cas.
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En definitiva, la fasciolosis, al igual que sucede con otras muchas
parasitosis animales y humanas, no causa por si misma mortalidad eleva-
da, pero si se traduce en importantes problemas clinicos y econémicos
en la producciéon de animales con estimables pérdidas econémicas, que
pueden identificarse como directas e indirectas, que incluyen desde
muertes, decomisos de visceras, hasta reducciones importantes de las
producciones. Estas mermas no siempre se pueden valorar correctamen-
te, debido a los multiples obstaculos que hay para hacer las estimaciones
concretas.

La infeccion por F. hepatica en vacuno también tiene un efecto
negativo sobre la produccion y calidad de la leche. En los estudios efec-
tuados, se seflalan que la produccién lictea puede descender hasta un
14% segtn los casos, aunque después de un tratamiento fasciolicida, se
puede recuperar un 8%. Cuando las infecciones no son tan intensas, se
sefialan pérdidas de la producciéon del orden de 90-300 kg/lactacion.
También se ha atribuido a este parasito la disminucién de solidos totales
y el porcentaje de grasa que contiene esa leche, lo que hace descender la
calidad.

Resulta llamativo también que se puedan demostrar repercusio-
nes econémicas dentro de los parametros reproductivos por alteraciones
causadas por Fascola. Entre ellos estan los indices de concepcidn, abor-
tos, mortinatos, e incluso incremento de tiempo para alcanzar la edad de
la pubertad, como se ha demostrado en novillas infectadas experimen-
talmente, con las consiguientes mermas productivas (Lopez-Diaz et al.,
1998), a las que hay que afiadir abortos y decomisos de canales caquécti-
cas, que se producen en el caso de infecciones intensas. Estas son las
mas cuantiosas y dificiles de evaluar porque muchas veces no se asocian
con la enfermedad.

Son muchos los estudios que demuestran que también las infec-

ciones subclinicas, con menor nimero de fasciolas, pueden causar reduc-
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ciones significativas de las producciones animales, pero igualmente se
hace dificil evaluar las pérdidas que se generan por disminuciéon de los
parametros productivos. Sélo a titulo de ejemplo se puede decir que
cuando se determinan las mermas en ganancia de peso, éstas pueden
oscilar entre 4-28% en vacuno de carne.

No hay muchos estudios sobre la influencia de fasciolosis en la
fertilidad del ganado, pero si se han demostrado pérdidas asociadas a
trastornos de la reproduccion. Algunos autores sefialan alteraciones en
los indices de fertilidad en ganado vacuno infectado o no tratado de
forma adecuada, observando que, después de un tratamiento fasciolicida,
el porcentaje de hembras gestantes en la primera inseminacion artificial
aumentaba de manera significativa y que por tanto se requieren mayor
nimero de inseminaciones para lograr la fecundacién de los animales
infectados respecto de los no afectados. Asimismo, se ha sefialado que la
infeccion por F. hepatica influye de forma significativa sobre las concen-
traciones séricas de progesterona y estradiol, lo que se traduce en un
retraso significativo en el comienzo de la pubertad en terneras infectadas
cuando se las compara con las no parasitadas.

Esto es solamente un botén de muestra de la importancia
econémica, dejando aparte los aspectos de la transmisién al hombre, que
estan respaldados por estudios econémicos detallados, algunos llevados a
cabo con programas especificos como es el llamado Monte Catlo, basado
en el analisis de complejos modelos de variabilidad en los que se compa-
ran distintos parametros de producciéon de animales afectados con los
normales.

En los animales infectados por este trematodo, hay alteraciones
de la funcién hepatica que repercuten negativamente sobre la digestién y
ocasiona retraso del crecimiento y menor ganancia de peso. Estos perjui-
cios se deben a que se reduce la conversion del alimento y a que los

animales sufren una ligera anorexia cuando las fasciolas llegan a los con-
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ductos biliares (6-8 semanas después de la infeccién). Diferentes autores
han comprobado que en infecciones importantes (con 1.000 metacerca-
rias) se producen reducciones de ganancia de peso de hasta un 28%;
asimismo, se ha observado que después de un tratamiento fasciolicida
adecuado, se evidencian efectos positivos en el crecimiento de los anima-
les.

En Espafia, se calcula que el porcentaje de infecciéon del ganado
vacuno por este trematodo hepatico oscila entre el 10% y el 30%, es-
timandose globalmente pérdidas de 11,3 y de 16,8 millones de euros en
vacas de aptitud carnica y de leche, respectivamente.

En Suiza, la media de infeccion por F. hepatica en vacuno se esti-
ma que es del 16% y se han cuantificado pérdidas de aproximadamente
52 millones de euros, que se traducen en una pérdida media de casi 300
euros por animal infectado. La mayor parte de esas pérdidas se refieren a
reduccion de la produccion de leche y a problemas que afectan a la ferti-
lidad, siendo menores las estimadas por reduccién de producciéon de
carne o decomiso y eliminacién de higados parasitados. (Schweizer ¢ al.,
2005).

Ademas, a estas pérdidas econémicas hay que afadir la mayor
predisposicion de los animales a padecer otras enfermedades parasitarias
e infecciosas; asi como, los gastos derivados de los tratamientos (coste
del producto farmacolégico y gastos veterinarios) junto con los proble-
mas derivados de la aparicion de residuos quimicos en leche y carne.

Todos estos datos son dificiles de traducir en cifras concretas de
pérdidas, pero facilmente se comprende que pueden ser cuantiosas, y lo
que es mas grave, en general, no se les concede la importancia real que
tienen puesto que, no suelen causar muertes pero, en definitiva, estamos
ante problemas que interfieren en la rentabilidad de las explotaciones del

ganado.
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6.- IMPORTACIA DE LA INFECCION HUMANA.

En lo que hace referencia a la fascioliosis humana, durante mu-
chos afios se encuadré como una enfermedad secundaria, de modo que
hasta los afios 80 se habfan citado relativamente pocos casos y de forma
esporadica, lo que condujo a que esta parasitosis haya estado clasificada
como “enfermedad olvidada”.

Esta situacion ha cambiado apreciablemente desde los afios 80,
cuando en la oficina central de la Organizacién Mundial de la Salud se
comenzé a sospechar que habia aspectos erréneos puesto que al dispo-
ner de informes serios de varios paises, se confirmaba la existencia de la
infeccién humana por Fasciola con mucha mas frecuencia de lo que se
suponia. Fue en ese periodo cuando la OMS decidi6 apoyar las investiga-
ciones sobre fasciolosis humana a nivel mundial con una iniciativa que
incluy6 diversos campos de investigacion dentro de lo que se denomina
colaboraciéon de equipos multidisciplinares y con la aplicacion avanzada
de procedimientos de estudio que, por ejemplo, incluian la genética mo-
lecular.

La fascioliosis se ha considerado una enfermedad que afecta a la
ganaderfa desde tiempo inmemorial. Debido a su importancia econémi-
ca, a su particular ciclo bioldgico y forma de transmision, su peculiar
especificidad de hospedadores, etc., se han planteado a lo largo de mu-
chos afios multitud de estudios, no sélo desde la perspectiva veterinaria
sino también de otras muchas areas de conocimiento, en lo que se ha
convenido en llamar acercamientos multidisciplinares, que van siendo
habituales en las investigaciones parasitolégicas y que naturalmente com-
pletan mucho todos los estudios llevados a cabo desde el lado veterina-
rio.

Hoy se estima que, si bien son los animales los que padecen las

infecciones con mas frecuencia respecto de las personas, y que si en el
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pasado la fasciolosis humana estaba limitada a areas y poblaciones mas o
menos delimitadas, recientemente los cambios climatolégicos y ambien-
tales y sobre todo los cambios de las costumbres y habitos humanos,
estan definiendo nuevos limites geograficos para la distribuciéon de esta
parasitosis y sobre todo hacen que aumente el riesgo de muchas pobla-
ciones humanas ante esta zoonosis (WHO, 2000).

La infeccion humana por Fasciola hepatica siempre se habia consi-
derado como una enfermedad de importancia secundaria en el mundo
ante lo que se vefa como una infeccién rara o escasamente prevalente; sin
embargo, desde la revisién de la situacion por la OMS en los afios 90,
Chen y Mott (1990) fueron los primeros en llamar la atencién sobre la
importancia de la fasciolosis como un verdadero problema de salud
publica. Efectivamente, entre los afios 70 y 90, se denunciaron de manera
progresiva numerosos casos distribuidos en mas de 40 paises.

Estas y otras circunstancias han hecho cambiar de forma radical
la idea que hasta entonces se tenfa sobre fasciolosis humana, sobre todo
teniendo en cuenta las numerosas regiones que mas recientemente se han
demostrado como endémicas y por tanto con elevadas prevalencias e
intensidades de parasitacion. La fasciolosis se reconoce ahora como una
enfermedad humana emergente; la OMS ha estimado recientemente en
2,4 millones de personas las que estan infectadas por . hepatica y hasta
180 millones las que estan en riesgo de infeccién en el futuro (WHO,
20006). Otros datos elevan a 17 millones las que estan infectadas en el
mundo. Sea como fuere es indudable que el nimero real de casos huma-
nos supera con mucho los que se denuncian; sin embargo, a pesar de que
la situaciéon ha cambiado desde los afios 1990, sigue siendo muy aceptada
la idea de que se trata de una enfermedad propia de ovejas y vacas lo que,
en ocasiones, impide convencer a los responsables regionales de salud

publica de la importancia de estudiar en detalle las circunstancias que
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llevan a la infeccién humana en algunos paises, y la necesidad imperiosa
de adoptar medidas de lucha y control.

Las caracteristicas de la epidemiologfa y transmision de la fascio-
losis conllevan a que su distribucién se disponga en las tipicas manchas,
lo que hace que sea mas correcto mencionar la distribucion en areas o
zonas con determinadas condiciones mas que en paises enteros.

En el capitulo de la salud publica referente a fasciolosis, se puede
afirmar que hay determinadas regiones con elevada prevalencia, y con
muchas personas afectadas. En alguno de los paises avanzados hay un
determinado numero de casos humanos de fasciolosis, muchos de los
cuales se informa detalladamente en las publicaciones, pero en otros
casos lo que sucede hace pensar que haya mayor nimero de casos de
trematodosis y que pasen inadvertidos para la consulta médica o que
incluso se presenten casos de fasciolosis que clinicamente se diagnosti-
quen equivocadamente como otros procesos (amebosis, etc.); de ahi que
sea de la mayor importancia mejorar o precisar el diagnéstico tanto a
nivel de semiologfa como de laboratorio.

Actualmente, tras varios afios de publicaciones se dispone de
numerosas revisiones realizadas por diferentes autores que se han ocu-
pado de la fascioliosis, incluyendo naturalmente lo relativo a la fasciolosis
humana.

Aunque no se pensaba antes de los anos 1990, ahora si se sabe
que hay lugares con prevalencias altas de infeccion por F. hepatica en
personas que viven en areas endémicas. Ademas, se ha constatado que
frecuentemente afecta de manera preferente a nifios y mujeres, y asimis-
mo se ha comprobado que no es excepcional que en areas humanas
hiperendémicas como en Bolivia y Perd, se detecten cifras de mas de 400
huevos por gramo de heces (Esteban ez a/., 1999, 2003); en algunos casos,

como el de nifios bolivianos, se han superado los 5.000 huevos por gra-
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mo de heces, lo que revela la existencia de un grave problema de salud en
esas zonas endémicas.

En este sentido surgen dos problemas a considerar; uno es que el
analisis cuantitativo no refleja cuantos ejemplares de fasciolas adultas
albergan esos individuos y tampoco las pruebas de diagnéstico indirecto
o seroldgico, si bien es facil suponer que son procedimientos muy utiles
de diagnéstico. Un segundo problema se plantea a la hora del tratamien-
to, de modo que la aplicaciéon de un farmaco eficaz puede provocar
concentracion de fasciolas muertas y por su tamano llegar a obstruir los
canales biliares y el colédoco.

Debido a esta nueva situacion la fasciolosis humana ya no puede
considerarse simplemente como una enfermedad zoondtica secundaria,
sino mas bien como una importante enfermedad parasitaria del hombre.
Todos estos antecedentes han llevado a la necesidad de revisar los cono-
cimientos actuales sobre la epidemiologfa de la enfermedad, y en la ac-
tualidad se ha llegado a proponer una nueva clasificaciéon epidemiolégica
de la fasciolosis humana.

En resumen la epidemiologia y transmision de la fasciolosis
humana viene determinada por la presencia de caracoles dulceacuicolas
como hospedadores intermediarios, animales domésticos infectados,
condiciones climaticas idéneas y como no, por algunos habitos de con-
sumo (Fig. 7). No obstante, algunos autores han demostrado que en las
areas endémicas, los factores epidemioldgicos y de transmisién no son
tan simples como pudiera parecer a priori y que se deben tener en cuenta
otros factores adicionales para proponer una clasificaciéon epidemiolégica
respecto de las areas de presentacion de fasciolosis humana.

Después de una serie de afios de estudio de las zonas donde la in-
fecciéon humana por Fasciola es comun, Mas-Coma e/ al. (1999¢) propu-
sieron una clasificaciéon en base a supuestos epidemiologicos. Asi se

indican casos humanos importados que aparecen en zonas sin fasciolosis
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pero que se han adquirido obviamente en otros lugares endémicos. Hay
también casos autéctonos de fasciolosis, que se presentan generalmente
donde hay una casuistica animal importante y que aparecen de manera
esporadica o muy irregular. Finalmente, se entiende que hay zonas
endémicas detectadas mediante pruebas directas y por serologfa. Entre
ellas hay diferencias importantes en cuanto a la prevalencias, desde las
que tienen porcentajes inferiores al 1% y con escasa cantidad de huevos
eliminados en heces, hasta otras zonas en las que se puede definir un
estadio de hiperendemismo, con prevalencias que superan el 10% y con

eliminaciones coprologicas medias importantes.
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Fig. 7.- Interacciones de factores epidemiolégicos que incrementan la proba-
bilidad de fasciolosis.

En esos lugares endémicos pueden distinguirse tres tipos de si-
tuaciones atendiendo a la prevalencia en la poblacién total: Hipoendé-
mico: la prevalencia es menor al 1%, la media aritmética de la intensidad
es menor a 50 huevos por gramo de heces (hpg) y sélo son esporadicos
los casos de pacientes con altos niveles de hpg. Mesoendémico: con

porcentajes de infeccion del 1 al 10%, puede presentarse una alta preva-
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lencia en nifios de 5 a 15 anos; la intensidad en comunidades humanas
suele ser de 50-300 hpg, pueden aparecer casos con altos niveles indivi-
duales de hpg, aunque las intensidades mayores a 1.000 hpg son raras; las
personas pueden participar en la transmision a través de la eliminacién
de huevos. Hiperendémico: porcentajes de infeccién superiores al 10%,
puede existir una alta prevalencia en nifios de entre 5 y 15 afios; general-
mente la intensidad supera los 300 hpg, y pueden llegar a eliminaciones
de hpg muy altas, con intensidades mayores a 1.000 hpg; los casos
humanos participan significativamente en la transmisiéon a través de la
eliminaciéon de huevos; generalmente se presenta asociada a condiciones
sanitarias muy dficientes.

Recientemente se modifico esta clasificaciéon epidemioldgica de
modo que se situa el umbral de eliminacién de huevos por las personas
infectadas en 400 hpg para llegar a considerar a un paciente como alta-
mente infectado (WHO, 20006).

En areas epidémicas hay diferentes tipos de brotes en relacion
con las caracterfsticas de la zona. Generalmente coinciden las zonas
epidémicas con brotes de fasciolosis animales y en tales casos normal-
mente coinciden con un grupo de personas que consumen la misma
fuente de contaminacion, generalmente berros u otros vegetales frescos y
contaminados con metacercarias de F. hepatica. Estos casos habitualmen-
te se presentan en miembros de una familia o en comunidades de una
misma zona.

En el resto del mundo se distinguen areas de muy baja prevalen-
cia humana como son 0,83-1,16 casos/100.000 habitantes en Corcega,
0,34-3,1 casos/100.000 habitantes en la baja Normandia (Francia). Exis-
ten ademas zonas de prevalencia intermedias como son el 7,3 % en el
delta del Nilo (Egipto), 8,7% en Cajamarca (Perd). En tanto que ejem-
plos de alta prevalencia se dan en la regiéon de Puno (15,6%) y valle de

Mantaro (34,2%), ambas en Perd. También se ha registrado una alta
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prevalencia en el altiplano boliviano, en donde se ha detectado hasta un
06,7% a través de examenes coproparasitarios, y mas de un 53% de
prevalencia usando técnicas inmunolégicas (Mas Coma e7 al., 1999a).

Respecto a las fuentes de infeccion humana, los autores coinci-
den en que la infeccién por Fasciola se concentra en grupos familiares que
coinciden en el consumo de alimentos contaminados con metacercarias,
y que la distribucion de la enfermedad es mas propia de ambientes rura-
les.

Efectivamente, la mayor parte de los casos de fasciolosis denun-
ciados tienen relaciéon con la ingestién de plantas verdes frescas, por
ejemplo con los berros comunes del género Nasturtium officinale o con los
berros silvestres Nasturtinm silvestres y Roripa amphibia. En algunos casos,
por ejemplo, en mercados en Perd, se han visto que hasta el 1% de las
lechugas tenfan alguna metacercaria y en otras zonas se encontraban
hasta en el 10% de los vegetales verdes en mercados publicos.

Otros autores mencionan que el vehiculo de contaminacién varfa,
dependiendo de la region: en Francia, Taraxacum dens leonis (hojas de
diente de ledn), VValerianella olitora (los populares canénigos) y Menta viridis
(menta), en la Republica Islamica del Iran, otras especies de hoja verde
Nasturtium y Mentha spp; y en el Altiplano boliviano, Juncus andicola o
Juncus ebracteatus, Mimulus glabratus etc.

Por otra parte el agua se ha citado como fuente de infeccion
humana, puesto que se demostré la presencia de metacercarias flotantes,
lo que se relacioné con casos de infeccion humana en zonas de América
donde no es habitual el consumo de berros. También, se han citado
casos de infecciones humanas tras la ingestion de verduras en ensalada
contaminadas a través del agua de irrigacion.

Analisis estadisticos multivariantes demostraron asociacion signi-
ficativa entre el habito de beber emolientes y medicinas tradicionales

preparadas a base de berros y alfalfa. Asimismo, se observé un mayor
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riesgo de infeccion (28,3%) en los habitantes de Huertas, localidad andi-
na ubicada a 3.420 m sobre el nivel del mar, situada en terreno llano con
canales de agua y acequias abundantes, ideales para la reproduccion de
los caracoles limnéidos infectados en 90%; por el contrario, en Julcan,
localidad asentada en terreno accidentado con pendientes y pocos reset-
vorios de agua, la prevalencia de infeccién fue netamente inferior
(12,6%).

El diagnéstico de certeza en humanos se establece de forma di-
recta cuando se encuentran huevos del parasito en las heces o bilis obte-
nida por sondeo duodenal. La principal técnica para el diagndstico
coproparasitario de fasciolosis es la sedimentacién; también hay que
considerar en qué fase de la infecciéon se encuentran, puesto que el pe-
riodo de prepatencia es de 3 a 4 meses post-infeccion y los sintomas
clinicos pueden aparecer mucho antes de que se observen los huevos en
las heces. Asimismo, hay que considerar la dinamica en la producciéon de
huevos que, en el hombre, se conoce menos, aunque se sabe que el
nimero de huevos y su liberacién puede ser reducida y/o intermitente.

En el enfermo con fasciolosis suele haber antecedentes de inges-
tibn de berros; presenta un cuadro clinico con trastornos digestivos,
especialmente hepatobiliares, puede o no presentar crisis febriles o urti-
caria, con evolucion aguda o cronica, acompafiada generalmente de eosi-
nofilia elevada. La importancia de la clinica esta condicionada por el
numero de metacercarias ingeridas. Las consecuencias de la presencia de
Fasciola se centran en las alteraciones en los tejidos y 6rganos por los que
pasa el ciclo interno.

Cuando las fasciolas alcanzan el higado, entran en la capsula
hepatica, produciendo pequefas zonas hemorragicas que se van exten-
diendo tras su penetracion por el parénquima hepatico. Si se observa un
corte siguiendo el rastro que dejan las fasciolas juveniles en su migracion,

aparecen zonas sinuosas de tamafio variable conforme crece F. hepatica.
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La migracién del parasito a través del parénquima hepatico indu-
ce la mayorfa de los cambios patolégicos; el parasito causa destruccion
parenquimatosa extensa con lesiones hemorragicas, ademas de reaccio-
nes inflamatorias e inmunoldgicas. Durante su migracion a veces quedan
cavidades que luego se llenan con detritus necréticos, y diversas zonas
son reemplazadas por tejido cicatricial. Las fasciolas entran finalmente en
los conductos biliares, donde causan lesiones con inflamaciones ligeras
facilmente reparables. La colangitis es la principal alteraciéon provocada,
que se traduce en engrosamiento de los grandes y medianos conductos
biliares, con tintes cirréticos. También se ve afectada la vesicula biliar
cuya pared esta distendida y el contenido biliar es oscuro, mas espeso e

incluso con algunos ejemplares de Fasciola en su interior.

Figura 8.- En el intestino humano, la bilis digiere las metacercarias libe-
rando la adolescaria, provista de enzimas proteoliticas potentes.

Obsérvese la superficie rugosa y las dos ventosas (Microscopia
de barrido 5000x.)

Si se han ingerido numerosas metacercarias (Fig. 8), las fasciolas
pueden llegar a otros 6rganos generalmente via sanguinea, en cuyo caso

se suelen enquistar sin llegar a madurar sexualmente, de modo que pue-
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den hallarse en ganglios linfaticos, placenta, utero, peritoneo pulmon,
etc.

Existen métodos directos de diagnéstico como son las imagenes
obtenidas por radiografia, ultrasonido, scanner, tomograffa computariza-
da o resonancia magnética nuclear, donde se pueden encontrar hepato-
megalia o imagenes de sustitucion. Estas técnicas radioldgicas como la
tomografia computerizada y los ultrasonidos se utilizan a menudo ante la
sospecha de infeccion por F. hepatica y para confirmar el diagnostico y
posterior seguimiento durante y después del tratamiento. Los estudios
con resonancia magnética son utiles para observar higados con lesiones
por fasciolosis. Cuando se analizan las imagenes compatibles con estas
lesiones hepaticas, se observan zonas que responden a las lesiones, por
ejemplo, de la hepatitis traumatica causada por la migracién inicial del
parasito, y en otros casos aparecen en las imagenes areas mas densas y
bien definidas generalmente situadas en zonas periféricas e incluso a

veces se asemejan a las manchas menos densas de los abscesos (Fig. 9).

Figura 9.- Tomografia computerizada de abdomen humano con fasciolosis.
Imagenes hipodensas que muestran lesiones en el segmento 6 del
higado (Wen y Sooko, 2009.
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Es curioso como en animales de laboratorio como ratas, ratones,
conejos, asi como en humanos, unos pocos ejemplares de fasciolas pro-
ducen reacciones muy intensas e incluso muertes. Otros en cambio,
como el cerdo, poseen una resistencia natural a la migracion de las fas-
ciolas juveniles, probablemente por la gran cantidad de tejido conjuntivo
perilobulillar que tienen; sin embargo, en cerdos en montanera también
hay descritas fasciolosis graves. En équidos, que son hospedadores re-
ceptivos a Fasciola, 1as lesiones son casi inaparentes incluso en caso de
parasitaciéon abundante. En ocasiones hay complicaciones como hemo-
rragias subcapsulares, cirrosis hepatica, trombosis venosa, etc. Se men-
cionan algunos casos de muerte relacionados con F. hepatica, en los que
curiosamente se encontraron nimeros variables de fasciolas desde 1 a 14
e, incluso, hasta 40 ejemplares.

La fasciolosis de los rumiantes tiene distribucién mundial, pero
Fasciola ha demostrado ser un patégeno humano importante en el altipla-
no de Bolivia y en las planicies andinas del Perd y Ecuador, lo mismo
que en Chile, Argentina, Cuba, México, Francia y Portugal. Es también
hiperendémica en el Delta del rio Nilo en Egipto y en el norte de Iran.
En definitiva, se ha constatado su presencia importante en mas de 51
paises de todo el mundo. Es evidente que muchos de los estudios sobre
prevalencias de las fasciolosis humana no son realmente muestras epi-
demioldgicas, sino solamente estimaciones del nimero de casos detecta-
dos en una determinada zona.

En Perq, el analisis filogenético de secuencias del ADN riboso-
mal y mitocondrial de los limnéidos y de fasciolas adultas, apunta a que el
parasito llega a Peru al tiempo que el ganado europeo; no obstante, se ha
descrito el hallazgo de los restos de un parasito que corresponderia F.
hepatica en el higado de una momia de 1200 afios de antigiiedad.

La fasciolosis animal esta ampliamente distribuida en 21 de las 24

regiones del Peru, segin se deduce de la informacién oficial de los de-
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comisos de visceras infectadas en los mataderos. En relacion con la
infecciéon humana, hay diferencia en las situaciones epidemiologicas
porque la transmisiéon ocurre principalmente en las poblaciones rurales
dedicadas a la agricultura y a lo largo de los valles y pendientes andinas
de hasta 4500 m.

En zonas como Arequipa, Cajamarca, Puno, etc., se estima que
una poblaciéon de mas de 8 millones estan en riesgo de contraer la infec-
cion. Curiosamente en areas de alta prevalencia, son los nifios menores
de 15 afos los que habitualmente presentan las tasas mas altas de infec-
cién, en cambio en otras zonas no endémicas, se ven afectados todos los
grupos de edad de modo similar. La regién de Cajamarca tiene mucha
similitud con Galicia respecto a las condiciones climaticas, lo que propi-
cia la presencia frecuente de fasciolosis en sus efectivos ganaderos y
también entre la poblacion.

La infeccién se presenta también con las mayores prevalencias de
fasciolosis humana y animal en la sierra, principalmente en los valles
andinos de Junin, Cuzco y Arequipa, asi como, en la altiplanicie de la
cuenca del Lago Titicaca; curiosamente también se han citado altas tasas
de infecciéon animal en regiones con baja prevalencia humana, pero eso
no excluye el considerable riesgo de brotes epidémicos de la infeccién
entre las poblaciones humanas de esas zonas.

Una de las caracteristicas singulares epidemioldgicas de la fascio-
losis humana en Perd es que algunas personas estan infectadas por F.
hepatica, no comen el berro clasico como sucede en otros pafses. En 277
pacientes con diagnéstico de fasciolosis en Lima, sélo el 45,6 % men-
cion6 haber comido berros, el resto lo habia adquirido al consumir otras
plantas como lechuga (31,6%), alfalfa (10,5%), espinacas (5,3%) y beber
agua de puquiales (10,5%) o emolientes (5,3%). Es importante tener en
cuenta, que se piensa que las bebidas calientes a base de plantas diversas,

principalmente de alfalfa y berros, son beneficiosas en casos de enferme-
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dades hepaticas (Blancas ez al, 2004). Los emolientes pueden ser un
factor de riesgo particular en el Valle del Mantaro y Junin (Marcos ef 4/,
2007).

Por otro lado, es dificil estimar el impacto econémico de la fas-
ciolosis humana, que afecta principalmente a nifios, pero los efectos de la
infeccion y las secuelas no sélo tienen un impacto econémico en el sis-
tema de salud sino que tiene un impacto negativo considerable en el
desarrollo y la salud de los pacientes infectados.

La situacion de la fasciolosis humana y animal en Peru requiere
de un programa de control que reduzca la prevalencia y morbilidad de la
poblacién humana infectada con F. hepatica; asimismo, que busque la
disminucién drastica de las tasas de infeccién animal para evitar la rein-
fecciéon de las poblaciones humanas tratadas, ademas, debe de incluir
intervenciones educativas en la poblacién de las zonas endémicas en
materia de actividades preventivas.

Respecto a la epidemiologia de la fascioliosis en Bolivia, aunque
hay casos esporadicos en varias zonas del pafs, es concretamente en el
Altiplano boliviano (altitud: 3.800-4.200 metros), que se extiende entre el
lago Titicaca y la capital, La Paz, la region donde con mas frecuencia se
presenta la fascioliosis con una distribucién bastante irregular y siempre
en las proximidades a rios y zonas humedas donde hay Galba truncatula.

En otros paises como Argentina, Uruguay, Brasil, Colombia o
Venezuela la fasciolosis humana aparece de forma esporadica y con
menor incidencia.

En América Central la fasciolosis humana constituye un proble-
ma de salud publica importante en algunas zonas, como lo demuestran
los datos recogidos en Puerto Rico, o los brotes denunciados habitual-
mente en Cuba. En cambio en Norte América, la fasciolosis humana se

denuncia sélo en forma esporadica en USA o en Canada y con mayor
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incidencia en zonas del estado de México, donde los caracoles son de las
especies Lymnaea (Psendosuccinea) columellay 1. bulimoides.

En el continente africano la situacién es menos conocida, aunque
parece estar mas centrada en zonas como la desembocadura delta del
Nilo en Egipto, donde ha aumentado considerablemente la casuistica de
fasciolosis humana, con prevalencias en zonas rurales del 2 al 17%, y con
mas de 830.000 casos y una poblaciéon de riesgo que supera los 28 millo-
nes de habitantes (Mas-Coma e7 al., 1999b).

Cuando nos referimos a la epidemiologia de la fascioliosis en
Egipto, comprobamos que se encuentran las dos especies, F. gigantica y F.
hepatica. La primera ha estado presente desde los tiempos de los faraones,
mientras que la segunda fue importada de Europa a principios de la
década de 1900. Hasta la década de 1970, sdlo se habian detectado casos
esporadicos de fasciolosis humana, pero a partir de 1990, ha aumentado
la frecuencia de denuncias en la mayoria de las provincias del delta, don-
de la prevalencia se estima aproximadamente del 3%.

La alta prevalencia en los seres humanos no necesariamente tiene
que coincidir con zonas de elevada prevalencia en los animales, y en
algunas zonas de los huevos excretados por las personas infectadas pue-
den ser suficientes para mantener la transmisioén, especialmente cuando
el habito de defecar al aire libre estd muy extendido.

En la Republica Islamica de Iran, se diagnostico el primer caso en
1955. Desde entonces, unos 100 casos por afio se denuncian en muchas
provincias en toda la Republica Islamica del Iran, en torno al Mar Caspio
y en el centro del pais. En areas, con abundantes lluvias y una alta densi-
dad de poblacién, hubo dos brotes de fasciolosis humana entre 1988 y
1989 y posteriormente, en la década de 1990, cada uno de ellos con miles
de personas afectadas. Fue en la Republica Islamica del Iran el primer

pals en utilizar triclabendazol en humanos.
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En Asia, la infeccion por F. hepatica se encuentra un poco encu-
bierta por la amplia distribucion de F. gigantica, concretamente en el Viet-
nan, antes de 1997, la fasciolosis humana es probablemente debido a F.
gigantica, aunque la presencia de F. hepatica no se puede descartar. No
obstante, a finales de 1990, un aumento repentino en el nimero de casos
notificados, hace que la fascioliosis se considere una enfermedad emer-
gente en ese pafs.

La fasciolosis es cosmopolita, a partir del foco europeo primario
fue exportada hacia Australia y Nueva Zelanda, donde el hospedador
intermediario es Lymnaea tomentosa.

Por lo que se refiere a la situacién en Europa hay casos diagnos-
ticados en mas de 19 paises, con numerosas denuncias de casos, entre los
que predominan los de Francia, Portugal, Espafia, antigua Unién soviéti-
ca, Gran Bretafa, Irlanda, Bélgica, Suiza, etc. La frecuencia de presenta-
cién es muy variable segun las regiones y las caracteristicas climatolégicas
y habitos de la poblacion. Por eso y sobre todo por hacerse solamente
descripciones de manera intermitente, dificulta mucho el conocimiento
exacto de las situaciones en cada pafs.

Es habitual que vaya asociado al consumo de berros silvestres
(Nasturtinm officinale) y otras plantas que crecen en lugares humedos. La
mayor parte de esas informaciones sobre la infeccion humana se corres-
ponden con un numero pequefio de pacientes; si bien en ciertos casos la
infeccién puede adquirir tintes de focos endémicos y afectar a grupos
mas numerosos de personas que generalmente estan en el mismo entor-
no. La intensidad de infeccién suele ser baja, pero en ocasiones se des-
criben cuadros patoldgicos de distinta importancia, que responden a
emigraciones intraorganicas de tipo erratico y posteriormente a localiza-
ciones ectopicas.

En Francia, por ejemplo, entre 1970 y 1982 se diagnosticaron

hasta 5863 casos, y conforme a otras aportaciones, se indica que entre los
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afios 1950 y 1990 fueron varios miles de pacientes los diagnosticados en
diversos hospitales, preferentemente del sur oeste de pafs, asi como en
areas de la Bretafia o Lyon entre otras (Lejoly-Boisseau, ez al., 1990), pero
hay que considerar que estas cifras habitualmente proceden de un nume-
ro limitado de casos hallados en algunos hospitales y por tanto no inclu-
yen el total de personas infectadas, de manera que es légico pensar que
sean cifras subestimadas respecto de la situacion real (Gaillet ez a/., 1983;
Danis ef al., 1985; Dauchy ez al., 2007). Se ha sefialado que en este pafs, se
registran 300 casos de fasciolosis por afio; las epidemias son investigadas
rapidamente con apoyo del laboratorio de salud publica y se efectian
encuestas coprologicas y estudios seroepidemiolégicos complementarios.
Ademas, disponen de un programa de vigilancia epidemiolégica modelo
y se hace investigacioén parasitologica detallada. Se procura, por todos los
medios disponibles, inspeccionar los berros y educar sanitariamente a la
poblaciéon de riesgo; por ello, los registros disponibles son fiables y de
buena calidad, como es el caso de informes de la Oficina Europea de
Sanidad Publica, 2004.

En Portugal, especialmente en la regioén del norte se citan nume-
rosos casos, pero desgraciadamente también aparecen referenciados de
modo muy disperso, lo que hace mas dificil establecer la situacion real.
Segun los datos recopilados entre los afios 1970 y 1985, hasta 561 perso-
nas se diagnosticaron con fasciolosis en el Instituto Nacional de Salud de
Oporto, todas ellas procedentes de localidades del norte (Vizela, Amares
y Fafe) y en la mayorfa de los casos con eliminacion directa de huevos en
las heces con cifras que oscilaron entre 25 y 2.100 hpg. En estudios
posteriores, Sampaio-Silva ef al. (1996) sefialaron que los casos hallados
entre 1970 y 1992 habfan aumentado mas de 1600; no obstante, es evi-
dente que se necesitan mas estudios para conocer realmente la situacién

actual.
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También en Espafa la fasciolosis se distribuye principalmente en
el norte coincidiendo con la denominada Espafia himeda. Como hemos
citado, la primera denuncia humana de la que se tiene constancia escrita
corre a cargo de Martin de la Calle Segarra quien en 1890, se refirié a una
epidemia de fasciolosis, “Un caso de distoma hepatico” en un hombre
de 42 afios de Sauquillos de Cabezas en la provincia de Segovia.

Después se mencionan casos con caracter intermitente distribui-
dos por diversos puntos del pafs, lo que da idea de que los casos de fas-
ciolosis humana son esporadicos, hasta tal punto que esta enfermedad
esta incluida en la lista de enfermedades raras segun el Centro de Investi-
gacion de Enfermedades Raras perteneciente al Instituto de Salud Carlos
III. Sin embargo, en la actualidad se considera que existe un repunte de
los casos registrados de fasciolosis humana, considerandola una enfer-
medad emergente a nivel mundial, ya que los avances surgidos en el
diagnostico de la enfermedad permiten detectar un mayor numero de
€asos.

Es cierto asimismo que en el Boletin Epidemiolégico Semanal
del Centro Nacional de Epidemiologia, figuran los casos declarados
oficialmente en los ultimos afios mediante el Sistema de Informacién
Microbioldgica, pero no es menos cierto que se tiene fundadas sospechas
de que el nimero real es mucho mayor al notificado por el simple hecho
de no ser la fasciolosis una enfermedad de declaraciéon obligatoria. En
Espafia, la mayorfa de los casos proceden del Pais Vasco, Navarra, La
Rioja, Castilla y Leén y Galicia, etc. (Garcia Rodriguez e al, 1995) y
estan relacionados con el consumo de berros silvestres aunque, como
sefialamos anteriormente, este parasito también se puede transmitir por
el consumo de otras verduras frescas o incluso con el agua.

Se constata igualmente que se puede hacer un seguimiento del es-
tudio y descripcion de muchos de los casos de infeccion por F. hepatica, a

través de los datos publicados con suficiente detalle sobre sus circuns-
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tancias epidemiologicas, patologicas, diagndstico y de casos mas sor-
prendentes con localizaciones atipicas diversas, asi como con el segui-
miento de los protocolos de diagnéstico y tratamiento de los pacientes
estudiados.

El resumen es que la infecciéon humana citada en numerosos pai-
ses de los cinco continentes, lo que viene a demostrar la gran capacidad
de adaptacion a muy distintos habitats y climas, incluso con condiciones
extremas como las de regiones con altitudes elevadas sobre el nivel de

mar.
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7.- PREDICCION DE RIESGOS EN DISTINTAS AREAS
GEOGRAFICAS. INFLUENCIA DEL CAMBIO CLIMATICO.

Algunas observaciones que son importantes en este tipo de estu-
dios de prediccion se centran en que no siempre coinciden exactamente
las zonas donde hay infecciones en los animales domésticos con las de
fascioliosis humana. Esta relacion si se demostraba en territorios en los
que se determinaban porcentajes elevados de infeccion humana, que a
veces superaban el 70% de positivos por coprologia, e incluso rozando el
100% por serologia. Curiosamente, En esas regiones la fascioliosis afec-
taba sobre todo a nifios de 1 a 12 afios y en mujeres, aunque en algunas
comunidades los hombres tenfan asimismo altos porcentajes de infec-
cion.

Hay que tener en cuenta que en zonas endémicas humanas, la
importancia de la infeccién se estima por las eliminaciones de huevos
por gramo de heces, que pueden ser muy bajas (menos de 1 hpg a 1-2
hpg) o incluso superar los 400 y hasta los 5.000 hpg hallados en algunas
comunidades (Esteban ez a/, 1999), lo que cambia mucho la situacién
descrita antes de los afios 90. Todos estos estudios suponen una llamada
de atencién para iniciar nuevas lineas de investigaciéon que eviten hacer

interpretaciones o llegar a conclusiones erréneas.

AR El numero de animales que se
- infectan es mayor cuando se
encuentran en habitats adecuados
para los caracoles eliminadores de
cercarias, es decir en aquellas zonas
de pasto donde haya arroyos o
cursos de agua lentos, praderas con

inundaciones periddicas, o en los alrededores de fuentes y abrevaderos.
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La intensidad de infeccién en los hospedadores definitivos guar-
da relacion con el numero de metacercarias ingeridas. De otra parte, los
animales parasitados contaminan el pasto con numerosos huevos del
parasito que salen con las heces; se estima que cada Fasciola puede elimi-
nar diariamente mas de 3.000 huevos, aunque influye notablemente la
edad de los animales, observandose que tiende a decaer estas eliminacio-
nes a medida que esta aumenta.

Se hace necesario subrayar asimismo que otros diversos factores
como la naturaleza y composicion del suelo, las condiciones meteorolé-
gicas de la zona, el tipo de pastoreo y de especies animales, influyen
apreciablemente sobre el nivel de presentacién de la fasciolosis en una
regiéon. En este sentido se hacen estudios en los que, valorando correc-
tamente los diferentes parametros, se puede llegar a predecir el grado de
riesgo de infeccidén que existe para las personas y los animales que viven
en esas areas.

Cuando se estudiaron los factores de riesgo de fasciolosis huma-
na en el norte del altiplano de Bolivia, a través de los llamados casos
control, en concreto en una zona donde habfa demostrado fasciolosis
cronica, se identificaron asociaciones entre la infeccién y hasta 4 de las
40 variables analizadas; concretamente se asocié con variables como la
costumbre de tomar jugo de alfalfa, el consumo de otras plantas acuati-
cas, curiosamente la posesion de perros y también la cria de un nimero
reducido ovejas. Asi pues, no siempre los factores de riesgo propuestos
resultan determinantes para la apariciéon de casos de fasciolosis y en todo
momento hay que estimar y considerar la verdadera importancia de cada
uno de los supuestos factores de riesgo de infeccion.

El enfoque de estos estudios desde los anos 90 hasta hoy se diri-
ge hacia aspectos relacionados con la etologia, distribucion geografica,
epidemiologia, transmision y control y se apoyan en analisis de conoci-

mientos tan diversos como son la de epidemiologia molecular, genética
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evolutiva y de poblaciones, y en particular en los sistemas de informacién
geografica, meteorologia y bioclimatografia, estudios geoldgicos y de
composicion de los suelos, cartografia, etc., que a su vez reciben el so-
porte imprescindible de la bioestadistica y la biomatematica.

Todo este conocimiento y prediccién de riesgos, proporciona
herramientas muy valiosas para poder sentar nuevos principios de con-
trol contra esta trematodosis emergente o reemergente en distintas re-
giones del mundo.

Efectivamente, cuando se combinan los datos y predicciones
climaticas y los modernos métodos de SIG, y se utiliza el apoyo de po-
tentes computadoras, se pueden desarrollar modelos geograficos para
determinar los riesgos futuros de fasciolosis en regiones delimitadas. La
utilizacién adecuada de esos patrones demuestra no sélo su utilidad en la
predicciéon de brotes de la fasciolosis, sino que también es posible apli-
carlos para otras muchas enfermedades.

La epidemiologia comprende el estudio de la enfermedad en los
individuos y mediante el analisis de los factores de riesgo, determinar la
frecuencia de presentacion. Es evidente que se conoce bien desde hace
bastante tiempo la capacidad que poseen las condiciones climaticas y
medioambientales de una determinada zona para modular la distribucién
e intensidad del parasitismo.

En realidad el analisis de toda la serie de factores posibilita la
prediccion de la extension y la prevalencia de las diversas infecciones
parasitarias. El caso de Fasciola es un ejemplo muy ilustrativo para evi-
denciar de qué manera influyen estos factores y como interaccionan, a
veces de forma muy compleja, para proyectar un determinado nivel de
riesgo de infeccion.

Lo primero que conviene conocer en la distribuciéon geografica
mundial de F. hepatica o F. gigantica en los hospedadores definitivos es que

Fasciola no puede estar presente en areas con condiciones inadecuadas
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para el desarrollo de los hospedadores intermediarios, las especies de
caracoles dulceacuicolas (Mollusca, Gasteropoda). El término vector
cada vez mas es usado cuando se hace referencia a los caracoles en casos
de enfermedades producidas por trematodos parasitos, aunque sea evi-
dente que los caracoles no son propiamente vectores en el sentido de
que no proceden a inocular el parasito en su hospedador definitivo.

Las relaciones entre las especies de limnéidos como vectores
transmisores debe someterse a consideracion, puesto que dependiendo
de la especie poseen importantes diferencias en sus requerimientos
ecoldgicos y etologicos, destacando por ejemplo el tipo de habitat, en
cursos de agua, ademds de los condicionantes que las temperaturas tie-
nen pata sus dindmicas de poblacion y estacionalidad o/y para las posibi-
lidades de infeccién de los miracidios; todos ellos son aspectos muy
importantes en el proceso general de difusion de la fascioliosis. Se puede
afirmar, por tanto, que los estudios de la presencia e infecciéon de los
limnéidos como vectores se han de reconocer como excelentes indica-
dores del riesgo de infecciéon y desde luego son muy utiles para determi-
nar modelos de presentacion de fascioliosis.

Se puede asegurar sin duda que el efecto de los factores clima-
tologicos es muy importante en la distribuciéon de esta parasitosis; el
efecto de la temperatura sobre el desarrollo de los miracidios dentro de
los huevos resulta esencial para que éste tenga lugar y se puede decir que
de la temperaturas ambientales depende la velocidad con que embrionan
hasta formar el miracidio. La distribucion de los estadios libres y de los
moluscos hospedadores intermediarios (Galba trucatula) son dependientes
de un rango de factores climaticos. La temperatura entre 10 y 25° C se
precisa tanto para las fases larvarias de F. hepatica como para el desarrollo
de G. trucatula que depende directamente de estos limites de temperatura.

Observando la figura 10 podemos precisar como al incrementar

la temperatura se reduce el nimero de dias necesarios para que se pro-
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duzca la incubacién de los huevos y también el desarrollo de las fases
que se forman dentro de los caracoles. Se puede apreciar como los limi-
tes de temperatura se sitdan entre 9,5 y 30° C. Fuera de esos limites se ha

comprobado que el desarrollo se detiene y que es muy dificil que prosiga.

Fig. 10.-Efecto de la T* sobre el desarrollo de los huevos de F. hepatica

y las formas en el caracol (Torgerson y Claxton, 1999).
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También son numerosas las investigaciones que se han realizado
para obtener todos esos datos, que se completan con los estudios acerca
del desarrollo que tiene lugar en los caracoles, y en particular de las cur-
vas de supervivencia de las metacercarias y sus implicaciones en la difu-
sion de la infeccion (Fig. 11).

A esta informacion hay que anadir el efecto que ejerce la hume-
dad que es imprescindible para el desarrollo, supervivencia y transmisién
de F. hepatica. Los miracidios necesitan humedad suficiente y al menos
una fina capa de agua para evolucionar y poder entrar en contacto con
los caracoles y éstos precisan también terrenos encharcados para su
desarrollo; ademas las cercarias no emergen de los caracoles a menos que

haya suficiente humedad, por ejemplo como consecuencia de la lluvia, y
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asimismo para la supervivencia de las metacercarias ya enquistadas e
infectantes es imprescindible que haya un grado alto de humedad. En
consecuencia la relacién entre la pluviosidad y la temperatura es el de-

terminante esencial de la eficiencia de la transmision.

Fig. 11.- Efecto de la temperatura sobre la supervivencia de las metacercarias
de F. hepatica (Boray, 1969).
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Esta situacion es la que justifica por qué en cada tipo de clima
hay un modelo diferente respecto de los periodos de mayor riesgo de
infeccién y por qué en los climas continentales, por ejemplo, hay una
marcada estacionalidad en las predicciones.

A estos datos se pueden afiadir otros factores climaticos tales
como medias diarias de temperaturas maximas y minimas, dias de sol y
de sombra, rayos solares, integrales térmicas, tipo de suelo, y de cubierta
vegetal, inclinacion de las praderas, etc.

En otro sentido hay una influencia decisiva de los periodos de
supervivencia y la longevidad de F. hepatica en sus hospedadores finales
que se han estudio con detalle en ovino y vacuno, en los que se ha de-

terminado que llegan a permanecer activas durante muchos meses inclu-
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so afos, especialmente en los ovinos. Se ha visto que estos hospedadores
no han generado proteccién significativa ante las reinfecciones, de modo
que llegan a albergar cargas parasitarias considerables, que son las que
dan origen al incremento gradual de la contaminaciéon ambiental y, en
consecuencia, a que se desarrolle el ciclo y con ello la posibilidad de
nuevas infecciones.

El inicio de estos estudios sobre las predicciones de infeccion de
Fasciola correspondié a Ollerenshaw, quien ya en 1959, a partir de siste-
mas de previsiones climaticas fue capaz de predecir brotes agudos de
fasciolosis y con ello poner las bases para proceder a su mejor control.
Para hacer estas previsiones empled series de datos climaticos corres-
pondientes a aflos anteriores y posteriores, concretamente de 1958 a
1962, a los que aplicé férmulas matematicas, que le permitieron confec-
cionar tablas mensuales de riesgo de infeccion, basadas sobre todo en los
indices estacionales de datos de pluviosidad, numero de dias de lluvia y
también el concepto de evapotranspiraciéon potencial, centrando sus
estudios en zonas delimitadas de Inglaterra y Pafs de Gales.

Se puede decir que la fuerte asociacion entre el clima y el nivel de
riesgo de presentacion de fasciolosis ha facilitado la preparacién de mo-
delos o patrones de prediccion validos incluso a corto plazo y que esto
puede ayudar a predecir la fasciolosis y su intensidad a escala local o
regional, y por tanto facilitar la adopcion de estrategias de control, in-
cluidas las de un tratamiento terapéutico 6ptimo que debe contribuir a
minimizar el riesgo de desarrollo de resistencias antihelminticas a las que
mas adelante nos referimos. Este podria ser un patrén a seguir en otras
muchas parasitosis animales importantes desde el punto de vista econo-
mico o sanitario. Al igual que sucede con otros muchos parasitos es
frecuente distinguir un modelo en la aparicién de brotes de fasciolosis,
con dos periodos algidos uno en primavera-verano y otro en otoflo-

invierno.
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7.1.- Indice Ollerenshaw.

Se puede afirmar que el Servicio Nacional de Informaciéon de En-
fermedades Animales, en sus siglas inglesas NADIS, actualmente pro-
porciona previsiones a corto plazo de riesgo de fasciolosis basandose en
el llamado indice de Ollerenshaw, que, con algunas modificaciones deri-
vadas de la disponibilidad de datos climaticos, se basa en la férmula que
se indica a continuacién y puede definir con caracter mensual el nivel de
riesgo de infeccion por Fasciola; para ello Ollerenshaw plante6 la férmula

siguiente para determinar el indice de riesgo mensual (Mt):

_ ax®D)
Mt= 254 x5

n= namero de dfas de lluvia por mes.
R= lluvia caida en mm/mes.

P = evapotranspiracién potencial.

Para calcular la evapotranspiraciéon potencial se emplea la ecua-
cion definida por Hargreaves.

Partiendo de esta idea se han desarrollado modelos de prevision a
corto plazo para numerosas regiones del mundo, incluido EEUU, regio-
nes de Africa, Bolivia o del Reino Unido, con los que se puede definir las
diferencias regionales y se espera también que evidencien los patrones
estacionales de los brotes. A toda esta informacién se le ha ido afadien-
do varios modelos basados en, por ejemplo, informacién mas directa
tomada sobre el terreno, del tipo de explotacién o incluso haciendo
seguimiento de los datos sobre decomisos de higados con fasciolosis en
mataderos cercanos; ademas, y a ello se le han ido incorporando en los
ultimos afios las mas modernas técnicas, tendencias de aplicacion de
modelos de Sistemas de Informacién Geografica (GIS) a los que hace-

mos referencia mas adelante.
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No obstante, cuando se plantean modelos a largo plazo, las con-
clusiones no son tan seguras. La confecciéon de mapas de riesgo futuro
de fasciolosis en distintas zonas sélo es posible teniendo en cuenta dis-
tintos factores o parametros citados, pero ademas una buena prediccién
ha de tener en cuenta las posibles interferencias del llamado cambio
climatico sobre el modelo previsto.

La confirmacién de la influencia del cambio climatico sobre dis-
tintas helmintosis que dependen mucho del entorno, es relativamente
reciente referido por Mouritsen e a/. (2005). Parece que se ha demostra-
do un efecto sinérgico entre el cambio climatico y el parasitismo, que
afecta a la dinamica de poblaciéon de los hospedadores y a sus cargas
parasitarias, de modo que las tasas de generaciéon y transmisiéon de los
parasitos son particularmente sensibles a las condiciones climaticas y por
tanto el reconocido cambio climético derivado del fenémeno del calen-
tamiento global, debe influir de alguna forma sobre la tasa de distribu-
cién y la supervivencia de los vectores de parasitos y sus hospedadores
intermediarios y también sobre la tasa de reproducciéon y maduracion de
los parasitos transportados o vehiculados por ellos. Por supuesto que
ante el interés de la salud humana y de los animales, asi como de la pre-
servacion de las comunidades y ecosistemas naturales, es importante
entender de qué forma pueden responder los parasitos a los cambios
climaticos pronosticados para las proximas décadas, de acuerdo con los
registros tomados con los modelos de prevision climatica.

En este sentido, se puede confirmar que la fasciolosis como para-
sitosis es muy dependiente de la climatologfa de las regiones de presenta-
cioén, y que ha aumentado su prevalencia en amplias zonas en el curso de
los ultimos afios, lo que en parte se asocia con el cambio climatico.

El clima efectivamente influye sobre los estadios libres de Fasciola
en el medio ambiente, asi como sobre los caracoles como hospedadores

intermediarios, y de manera especial mediante las interacciones con la
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temperatura y la pluviosidad que determinan la eficacia de la transmision.
Por eso es destacable el interés por conocer el posible impacto del cam-
bio climatico sobre las trematodosis en general, pero también el creci-
miento y tamafo de los caracoles, y la produccién de cercarias en los
moluscos, la emisién de éstas, la calidad de las cercarias y su superviven-
cia ulterior en el ambiente. En zonas altas de los paises andinos que, son
areas endémicas, el efecto del calentamiento y el del fenémeno del Ni-
filo/Oscilaciéon Austral (ENSO), se espera que tenga consecuencias epi-
demiolégicas muy notables sobre la presentaciéon de fasciolosis en
personas y animales.

La fasciolosis se ha visto incrementada en algunos paises de la
UE multiplicandose incluso por 12 en los afios recientes; es evidente que
ha aumentado en el UK, segin los registros que figuran en el “Veterinary
Investigation Surveillance Reports” (VIDA) del afio 2010, que sugieren
precisamente que el cambio climatico tiene ya influencia medible en la
dinamica de las enfermedades, a través de la demostracién del desarrollo
de fases intermedias y de larvas que sobreviven a las condiciones del
invierno. No obstante, a pesar de que este incremento de la fasciolosis en
UK se ha atribuido a la influencia del cambio climatico, todavia no se ha
podido probar fehacientemente esta vinculacion directa, debido al redu-
cido periodo de estudio y a la falta de datos mas consistentes sobre las
variaciones de la incidencia de la enfermedad.

Mediante los mapas de prediccion de riesgo futuro la figura 12
muestra un ejemplo del cambio proyectado para la fasciolosis en invierno
y los brotes de verano. Los mapas indican que la prediccién de riesgo en
el verano aumentara en ciertas areas, con probables brotes importantes
en Gales hacia el 2050. Sin embargo, debido a la complejidad de las
correctas previsiones del cambio climatico en el futuro y la variaciéon a
largo plazo en el sistema, el riesgo se reduce en algunas zonas y fluctua

mucho con el tiempo en otras. Se aprecia en los mapas por ejemplo el

84



aumento constante del riesgo de que las metacercarias sobrevivan al
invierno a lo largo de la costa oeste y en Gales, donde las temperaturas
medias mensuales seran superiores a 10° C y por tanto se pronostica un

incremento del riesgo de transmision de Fasciola.

Fig. 12.-. Riesgo de infeccion por F. hepatica en verano e invierno en el Reino
Unido para el periodo 2020-2070 (resolucion de 25 km) (Fox et al,
2011).
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Las categorfas de riesgo son las ideadas por Ollerenshaw y Row-
lands (1959); escaso o nulo: valor del indice de riesgo mensual (Mt); Mt<
300 (en verde oscuro); pérdidas ocasionales: Mt< 300-400 metacercarias
(en verde claro); enfermedad prevalente: Mt< 400-474 metacercarias (en
color naranja); grave epidemia: Mt> 474 (en rojo).

Resulta curioso constatar que a pesar de que F. hepatica supone un
enorme impacto econémico en las explotaciones ganaderas, segun el
indice de Ollerenshaw, todavia se ampliara el riesgo puesto que se prevé
que en ciertas zonas del Reino Unido pueden presentarse, en los proxi-

mos 60 anos, niveles de riesgo incluso superiores a los actuales.
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En la Figura 13 se muestran ejemplos calculados en base a este

indice, que, en el 2020, se esperan epidemias en algunas partes de Esco-

cia y también se prevé un incremento significativo en zonas de Gales
para el 2050.

A

Mt Risk

Fig. 13.-. Previsiones futuras en el riesgo de fasciolosis. Cambio previsto entre

2020 y 2070 del riesgo de F. hepatica en Inglaterra (linea discontinua),
Escocia (linea continua), Gales (linea de puntos) e Irlanda del Norte
(linea punteada) (Fox et al., 2011).
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8.- SISTEMAS DE INFORMACION GEOGRAFICA.
BIOGEOGRAFIA DE Fasciola.

Los sistemas de informacién geografica (GIS) basados en las
nuevas tecnologias de satélites sensores, son instrumentos aplicables
directamente a los estudios de la distribucién geografica de diversas
enfermedades tanto humanas como animales y de manera particular de
aquellas que estan fuertemente relacionadas con la transmisiéon por cual-
quier tipo de vectores y que a su vez estén vinculados con condiciones
medioambientales. Naturalmente, esto sucede con la fasciolosis y por eso
se intentan utilizar para extraer informaciéon novedosa y util.

La aplicacion de analisis estadisticos y de imagen, y los sistemas
GIS facilitan el analisis de imagen computerizada y el mapeo digital,
incluyen sensores para tomar numerosos registros a través de satélites de
observacion de la Tierra, que comprenden por ejemplo, parimetros
agroclimaticos, mapas de distribuciéon de poblaciones de hospedadores
tanto finales como intermediarios o vectores, etc., representan avances
que se ponen al servicio del mejor conocimiento de la distribucién ge-
ografica y de la prevalencia de las enfermedades.

Suponen por tanto sistemas de teledeteccion y al tiempo de in-
formacion geografica detallada y que se benefician de la observaciéon muy
precisa que ofrecen las plataformas espaciales y que son de aplicaciéon a
muchas enfermedades infecciosas. En cuanto a la fasciolosis, puede ser
util la siguiente informacion aportada con los datos de: (a) las temperatu-
ras: del aire, suelo y aguas superficiales (temperaturas maximas y mini-
mas diurnas y nocturnas); (b) del agua: incluyendo la humedad del suelo,
en la proximidad del agua y vapor de agua atmosférico; (c) condiciones
de la vegetacion; (d) la estructura y la dindmica de la capa atmosférica

mas cercana a la tierra y ademas la composicion y las dimensiones de las
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particulas en el aire (acrosoles) y (e) la topografia y la naturaleza mineral,
asi como el tipo de suelos.

Los sensores remotos (RS) y los SIG ya se habifan utilizado en el
caso de la fasciolosis animal (Malone y Yilma, 1999), pero nunca para las
zonas endémicas de fasciolosis humana. Los SIG empleados en estudios
de prevision de la fasciolosis animal demostraron ser muy utiles junto
con los datos suministrados sobre la hidrologia superficial, indices de
vegetacion y datos de temperatura comparados con los previamente
conocidos.

Uno de los primeros intentos de aplicacion de estas tecnologias a
una zona endémica de fasciolosis humana corrié a cargo de Fuentes y
Malone (1999) en Chile y posteriormente se han empleado para otras
muchas regiones, incluidos analisis muy detallados en América y Africa
(Dalton, 1999). Un modelo que se propuso para la prevision de la trans-
mision ésta trematodosis en Chile se hizo en base a la informacién sobre
la prevalencia local, datos estacionales, el indice climatico mensual; y
ademas las imagenes con gran resolucion aportadas por los Landsat TM,
SPOT, Radarsat, etc.

También se ha hecho un modelo de prondstico SIG sobre 1a fas-
ciolosis humana y animal en la parte central de los Andes (Fuentes e al.,
2005), en el que mediante una divisiéon del grado de transmisién en zonas
de bajo, moderado y alto riesgo, se trata de buscar las areas donde seria
necesaria la aplicacion rapida de medidas de control. Este es un ejemplo
mas de la integracion de conocimientos logrados desde varios campos en
estrecha colaboracion.

Con el llamado indice anual normalizado de vegetacion, siglas in-
glesas de NDVI, los valores se calcularon para cada regién, utilizando
programas informaticos especializados para extraer los registros de ra-
diémetro de alta resolucion (AVHRR) cada 10 dfas, realizado a base de

imagenes tomadas por satélite. Conociendo los diferentes tipos de vege-
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tacion y su influencia para riesgo de transmision de la fascioliosis se hizo
un mapa de esas zonas administrativas, separando cuatro niveles de
riesgo (cero, bajo, moderado y alto). El analisis de los resultados en mu-
chas zonas endémicas de Bolivia, Pert y Ecuador demuestran la validez
de este modelo de prevision que combina los datos climaticos a través
del calculo de los indices prondsticos y datos de sensores remotos, a
través de la reclasificacion de valores de NDVI.

Dada la importancia econémica y la alta prevalencia de fasciolo-
sis y paranfistomosis, establecida en los estudios realizados en los dltimos
afios en el ganado vacuno y ovino en amplias zonas ganaderas de Gali-
cia, uno de los objetivos inmediatos podria ser completar el conocimien-
to de las circunstancias que inciden en la transmisién de Fasciola y
Paramphistomum en nuestra Comunidad, tanto los hospedadores interme-
diarios como en los definitivos, y estudiar con detalle cémo influyen
todas estas caracteristicas ambientales para tratar de confeccionar mode-
los matematicos de prediccion que se ajusten a las distintas comarcas.
Para llevar a cabo estos estudios se han de delimitar zonas de la Comu-
nidad gallega donde se sepa que la incidencia es importante.

Son muchos los trabajos efectuados en este sentido a través de
muestreos estratégicos en explotaciones designadas previamente como
indicadoras; mediante este tipo de trabajo se registran muchos aspectos
de los que intervienen directamente en la transmision de Fasciola y Pa-
ramphistomum. Ademas se debe conocer lo referente a al desarrollo y
biologia de los limnéidos que son hospedadores intermediarios para
establecer bien la dinamica de infeccién, en particular para saber como y
en qué medida se produce la liberacion de cercarias y su enquistamiento
posterior.

Se puede indicar que cuando se sabe de qué modo influyen las
condiciones meteoroldgicas en el desarrollo de los parasitos en los hos-

pedadores definitivos y en especial sobre las fases libres y sus hospeda-

&9



dores intermediarios, tanto mejor se podra plantear la simulaciéon de
modelos para poder predecir lo que sucedera en relacién con las infec-
ciones por Fasciola y otros trematodos similares. Evidentemente el desa-
rrollo de un modelo matematico exigira registros puntuales de toda esta
informacién y ese mismo patrén serd basico para poder determinar los
periodos mas adecuados para implantar las medidas de control que limi-

ten la infeccion de los animales y por ende también de las personas.
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9.- NUEVAS TECNOLOGIAS APLICABLES AL ESTUDIO DE

Fasciola hepatica.

Para realizar un estudio de la biologia de un trematodo hay que
tener en consideraciéon ademas del parasito, los hospedadores definitivos
e intermediarios. Esto es lo que sucede con Fasciola donde ademas de
conocer bien la morfologia y estructura y la ubicaciéon de las distintas
fases del trematodo, es importante tener informacion sobre alguna de las
rutas metabolicas que juegan un papel importante en el desarrollo, madu-

racion y vida del parasito.

9.1.- Bases metabdlicas.

Es muy interesante conocer qué tipo de metabolismo tiene F.
hepatica y por tanto sus requerimientos y fuentes energéticas. En ello esta,
por ejemplo la base del estudio del modo de accién de los compuestos
antiparasitarios, porque asi se pueden dirigir para que estos actden de
forma selectiva sobre alguna de esas vias metabolicas.

Asi por ejemplo en Fasciola el metabolismo de los compuestos
glucidicos, se sabe que tiene muchos requerimientos de glucidos y se
confirma que son una fuente esencial de energfa; en este sentido hay
evidencias de que realiza el ciclo de Krebs como sucede en otros muchos
seres de vida libre. El glucégeno lo almacena esencialmente en las células
del parénquima que poseen granulos de distinto tamafio y que hacen las
veces de almacén, y por tanto de alguna forma la funcién del “higado”.

En los trematodos en general este metabolismo supone que el

consumo de carbohidratos y la produccion de acidos grados y de CO, es
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similar bajo condiciones aerdbicas o anaerdbicas. Cuando F. hepatica se
encuentra en los conductos biliares esta ruta es esencialmente anaerdbia.

La presencia de las fosfatasas en los trematodos se ha confirmado
repetidamente, y parece que se encuentran en las microvellosidades de
las células intestinales del aparato excretor. En ambos casos intervienen
en procesos de fosforilacién necesarios para el metabolismo de los glici-
dos.

En relacion con el metabolismo de los compuestos lipidos es
cierto que F. hepatica dispone de una serie de lipasas pero de escasa acti-
vidad. Los productos de este metabolismo son moléculas grandes que
pueden acumularse parcialmente en tejidos o ser excretadas.

Respecto al metabolismo proteico, se ha demostrado muy activo
en los trematodos como Fasciola, sobre todo en los adultos; parece que
tiene estrecha relacion con la alta capacidad de producciéon de huevos,
aunque se desconocen muchos pasos acerca de él. Curiosamente uno de
los productos terminales en el catabolismo proteico de Fasciola, ademas
del amoniaco, son bases aminadas como resultado de la decarboxilaciéon
de los aminoacidos; entre ellas estan la histamina y también la serotonina,
que incrementa el consumo de glucosa y produce acido lactico; por tanto
esta ultima tiene efecto regulador en el metabolismo de los glicidos y
con ello de alguna forma regula la motilidad del parasito. Un producto
residual del metabolismo proteico en los trematodos es la melanina, de
forma que es muy probable que la pigmentacién oscura que adquieren
los huevos de F. hepatica se deba a su presencia.

Alguno de los cambios importantes en el metabolismo energético
de F. hepatica durante sus etapas de desarrollo en sus hospedadores fina-

les se puede observar en la Figura 14.

92



Fig. 14.- Cambios en el metabolismo energético durante el desarrollo de F.
hepatica en el hospedador definitivo (Tielens et al, 1994).
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9.2.- Diversidad genética y su papel en la biologia de F.

hepatica.

La biologia molecular esta teniendo un profundo impacto en la
mayoria de las areas de las ciencias biologicas. En este sentido los méto-
dos de biologia molecular se estan aplicando cada dia mas al estudio de la
Parasitologfa y mas concretamente en F. hepatica. Hay dos campos impor-
tantes de actuacioén; uno consiste en utilizar las posibilidades de los sis-
temas de expresion adecuados para producir suficiente cantidad de
proteinas con varios fines, entre los que figuran los diagnosticos inmu-
noloégicos y el de probar su capacidad potencial como vacunas y el otro
aspecto se centra en utilizar esta tecnologia para estudiar la estructura,

organizacion y diversidad genética.
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El uso de Caenorhabditis elegans como modelo genético importante,
muy estudiado, junto con la secuenciacién completa de su genoma,
podra proporcionar a los bidlogos moleculares una herramienta eficaz
que facilitara enormemente la comprensién de la biologia molecular de
F. hepatica.

Los distintos sistemas de respuesta frente a la infeccioén, podrian
actuar como una hipotética presion de seleccion de poblaciones para
Fasciola, de modo que la adaptacion a cada sistema inmunitario se podria
pensar que diera lugar a cepas antigénicamente diferentes.

En resumen, dado que en Fascola hay hospedadores de especies
muy diferentes y en zonas geograficas alejadas, hipotéticamente se darfan
las condiciones para una evolucién simpatrica, y por tanto la especiacion
dentro de un area geografica, lo que podria incrementar la diversidad a
nivel genético.

Los mecanismos por los cuales puede llegar la diversidad son los
mismos para F. hepatica que para otros organismos, pero también hay
unas caracterfsticas peculiares que pueden afectar el nivel alcanzado en
esa diversidad. Fasciola es una especie hermafrodita y por ello puede tener
la posibilidad de mantener una poblacién en la que el parasito adquiera
diversidad, pero en estas circunstancias también podra haber tendencias
hacia poblaciones genéticamente mas homogéneas. Esto puede estar
modulado por la produccién de redias después de la division asexual en
el caracol (por poliembrionia) merced a la cual un miracidio puede dar
lugar hasta 600 cercarias, Asi pues, la dispersion de Fasciola, el hermafro-
ditismo, la poliembrionia y la propia necesidad de dos hospedadores para
que se complete el ciclo, puede contribuir a incrementar el grado de
diversidad genética del parasito.

Sin embargo, todos estos factores no parecen afectar la presion
de seleccién y la aparicién de poblaciones genéticamente muy distintas.

Esta presion de selecciéon actia de dos formas. De una parte, mediante la
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variabilidad del habitat. En el caso de F. hepatica se podria considerar
ventajoso para la difusién de parasito que hubiera restricciones en el
numero de especies hospedadoras en las que completa el ciclo y de otra
parte, en relacion con los hospedadores intermediarios que son caracoles
dulceacuicolas y que en Europa pertenecen a la familia Lymnaeidae.

Se podria esperar alguna especiacion alopatrica en Fasciola (debida
al aislamiento geografico). Como se sabe, se asume que la fasciolosis
originada en Furasia en herbivoros que viven en climas templados se
difundié a América y Australia con la introduccién de ganado infectado
llevado desde Europa y alli necesité encontrar especies diferentes de
caracoles en los que desarrollarse para completar su ciclo.

Conocer la diversidad genética de F. hepatica es clave para contes-
tar algunas dudas, mas de interés tedrico para los bidlogos, y otras con
interés mas aplicativo como es el control de la fasciolosis; entre estas
cuestiones se pueden plantear estan:

¢Ha habido coevolucion entre Fasciola y sus hospedadores? Si eso
fuera asi, habria que esperar la aparicién de cepas que infectaran prefe-
rentemente a ciertas especies de caracoles o quiza una mayor divergencia
entre las fasciolas encontradas en las diferentes especies animales hospe-

dadoras.

9.3.- Caracterizacion genética y molecular de F. hepatica.

Se han tratado de caracterizar genéticamente fasciolas empleando
una serie de marcadores moleculares que se han mostrado de utilidad
para la identificacién de los parasitos y para estudiar la variabilidad gené-
tica entre las poblaciones de distintas especies de parasitos incluida Fas-

ctola y sus hospedadores intermediarios.
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Se ha demostrado que el polimorfismo de amplificacién de se-
cuencias relacionadas (SRAP) es un sistema novedoso y eficiente marca-
dor genético que revela diferencias genéticas. Debido a su simplicidad y
eficiencia, se ha aplicado en otros campos como en el examen de la di-
versidad genética en muchas especies de plantas, para estudiar las varia-
ciones genéticas en algas marinas, etc., también demostrd que el SRAP es
un marcador genético util para los estudios de variabilidad genética en
poblaciones de parasitos, y pueden encontrar interesantes aplicaciones en
Parasitologia. Con este marcador SRAP, se ha estudiado la variabilidad
genética entre F. hepatica procedentes de distintas especies hospedadoras
y de diversas localidades espafolas y se comprobé que la variabilidad
genética era muy reducida en las regiones de codificacion, lo que indica
que no parecia haber diferencias importantes entre las F. hepatica proce-
dentes de los distintos hospedadores y de las diversas zonas geograficas.

Las técnicas genéticas desarrolladas en los ultimos afios son utiles
para aclarar las caracteristicas genéticas de al menos las dos especies de
Fasciola mas frecuentes.

En un estudio reciente se hizo una caracterizaciéon de muestras de
Fasciola de distintas especies hospedadoras procedentes de diversas
localidades geograficas de Espafia por medio de secuencias de espaciado-
res internos de transcripcion (ITS) del ADNribosomal

Ademas de F. hepatica y F. gigantica, varios estudios recientes que
utilizan el primer y/o segundo espacios internos de transcripcion (ITS-1
e ITS-2) del ADN ribosomal como marcadores genéticos, han identifi-
cado una “Fasciola intermedia” entre F. hepatica y F. gigantica procedente
de Japon, Corea y China

En la Peninsula Ibérica, F. hepatica parasita al hombre y a diversos
animales domésticos y silvestres: vaca (Bos fanrus), oveja (Ovis aries), cabra
(Capra hircus), asno (Equus asinus), (Equus caballus), cerdo (Sus scrofa domesti-

ca), jabali (Sus scrofa), cabra montés (Capra pyrenaica), ciervo (Cervus ela-
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phus), gamo (Dama dama), corzo (Capreolus capreolus), rebeco (Rupicapra
rupicapra), conejo europeo (Oryctolagus cunicnlus), liebre (Lepus granatensis).
Sin embargo, al caracterizar muestras de Fasciola de distintas localidades
espanolas y de animales diferentes, mediante las secuencias del ITS-1 y
ADNr ITS-2 se pudo demostrar que estas secuencias identificaban
facilmente F. hepatica, F. gigantica y también las denominadas “Fasciolas
intermedias”.

Es interesante senalar que F. hepatica cuando procedia de Espafia,
diferfa de Fasciola de otros lugares por dos nucleétidos en el ITS-2 (se-
cuencia de las posiciones 925 y 926), que proporcioné un marcador
genético util para diferenciar F. hepatica espaiiola de Fasciola de otras areas
geograficas. Estos resultados tienen aplicacion en el estudio de la estruc-
tura genética de la poblacion de F. hepatica'y en su diagndstico y control.

¢Qué importancia practica tendria la diversidad? En principio pa-
rece que si hay diversidad genética entre las poblaciones de fasciola en
condiciones de campo, ésta puede pasar desapercibida o ponerse de
manifiesto, dependiendo de qué técnicas se empleen. Por otra parte, las
variantes genéticas se hacen evidentes cuando cambian las condiciones
que favorecen su seleccién. En los ultimos afios es necesario conocer
bien la diversidad genética de Fasciola por ejemplo para aquellas zonas en
las que se presente resistencia a antihelminticos para poder ocupatse y
solucionar mejor estos problemas. Por ejemplo, la imposibilidad de F.
hepatica para sintetizar nucledtidos puede de hecho ser un factor que
contribuya al desarrollo de diversidad genética. Mediante técnicas mole-
culares estaindar se ha comprobado que las ADN polimerasas especificas
pueden forzarse a cometer errores cambiando la concentracion de los 4
nucleétidos necesarios para la sintesis de ADN. De este modo, parasitos
adultos que tienen una alta tasa de produccion de huevos, tendran tam-
bién un alto requerimiento de cada uno de esos nucleétidos. Bajo ciertas

condiciones, por ejemplo, con los conductos biliares calcificados del
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vacuno con fasciolosis, puede ser muy dificil para F. hepatica obtener de
su hospedador todos los compuestos necesarios para mantener la sintesis
de ADN necesaria para la formacion y produccion del suficiente nimero
de huevos. En este caso la sintesis de ADN podtia verse forzada a come-
ter un grado alto de errores, muchos de los cuales pasarian a las genera-
ciones siguientes.

En otras areas de la biologia de Fasciola también se pueden em-
plear técnicas de biologia molecular; como es el caso de estudio del anali-
sis de la relaciéon de F. hepatica con otras especies mediante estudios de
secuenciacion. Con el espacio interno de transcripcion-2 (ITS2) se com-
probé que la identidad entre F. hepatica y F. gigantica era del 97,2% y del
86,8% con respecto a Fascioloides magna; asimismo se determind que las
especies de Fasciola de Japon eran casi idénticas a F. gigantica. Esto se
confirmé también en otros ensayos con el empleo del I'TS2 y las secuen-
cias de la subunidad I de la citocromo c- oxidasa mitocondrial que co-
rroboraron que las especies de Fasciola japonesas eran en realidad una
cepa de F. gigantica.

Se ha estudiado también mediante técnicas de expresion especifi-
cas, los diferentes estados por los que pasa el desarrollo de F. hepatica y se
ha comprobado que existe un alto grado de diferencia de expresion gené-
tica en las fases del ciclo de desarrollo del parasito. Esas diferencias en-
contradas, indican diferente expresion génica y que la aplicacion correcta
de la técnica y de otras similares podria ayudar a identificar los cambios
de la expresion genética durante el desarrollo de F. hepatica.

A este respecto, se han empleado por ejemplo varios anticuerpos
monoclonales especificos para demostrar que se podian reconocer anti-
genos ya expresados tan solo dos dias después de la infeccidn; estos
estudios evidencian la gran rapidez con que Fasciola puede expresar dife-

rentes proteinas en su desarrollo, y como técnicas moleculares como el
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“differential display” pueden aplicarse para identificar moléculas especi-
ficas de los estadios juveniles del desarrollo de F. hepatica.

Los esfuerzos para identificar el genoma y sus expresiones en el
caso de estos trematodos se han de apoyar en la biotecnologia y, previsi-
blemente, los nuevos avances tendran un valor afiadido, incluyendo la
posibilidad del desarrollo de nuevos farmacos y vacunas contra F. hepati-
ca, y también la posibilidad de conseguir nuevas herramientas para el
diagnostico de la fasciolosis.

En la actualidad, hay un apartado muy significativo en el desarro-
llo de nuevos enfoques para la prevencion y control de la fasciolosis en el
ganado. Los recientes avances tecnolégicos en genémica y bioinformati-
ca han de proporcionar oportunidades unicas para identificar dianas para
medicamentos y vacunas a través de la mejor comprension de la biologia
de F. hepatica y especies afines, asi como de la relacién con sus hospeda-
dores a nivel molecular. A pesar de las enormes repercusiones socioe-
conémicas de la fasciolosis, en el conjunto de datos genémicos
disponibles de F. hepatica todavia no se ha avanzado lo necesario, y eso
limita las aplicaciones de los estudios de la biologia molecular de este
parasito. No obstante, el analisis de los datos disponibles apunta hacia
diferentes moléculas de importancia biolégica, algunas de las cuales par-
ticipan en procesos biologicos de interés o en rutas metabdlicas que
podrian servir como dianas para la accién de nuevos farmacos o de va-
cunas.

Hay también mucho interés en encontrar marcadores genéticos
para caracterizacion de las especies y cepas de limnéidos. Se han utilizado
por ejemplo marcadores de ADN mitocondrial como el cox1 y cox16,
con el fin de comparar especies cercanas pertenecientes al mismo género
y también analizar posibles cambios genéticos en las poblaciones.

En las areas de superposicion de especies de Fasciola y donde hay

una amplia gama tipos morfologicos, con formas morfolégicas interme-
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dias, que no se pueden encuadrar como una especie aparte, estos estu-
dios basados en marcadores genéticos tienen mucho interés.

El conocimiento actual permite apoyar que F. hepatica y F. giganti-
ca son 2 especies, debido a sus diferencias fenotipicas y genotipicas que
también abarcan las respectivas adaptaciones a diferentes hospedadores
definitivos e intermediatios en diversas zonas geograficas. Probablemen-
te, las exigencias ecoldgicas de los respectivos limnéidos explican por qué
F. hepatica es mas frecuente en zonas templadas y por lo tanto frecuente
en todas partes de Europa, América y Oceania, mientras que F. gigantica
se ha adaptado més a zonas tropicales y himedas y predomina en Africa
y Asia.

Es necesario subrayar que hay implicaciones importantes de los
limnéidos como hospedadores vectores en la transmisioén de la fasciolio-
sis, y que otros factores, como la epidemiologia y el control, necesitan del
desarrollo de nuevos instrumentos para llegar a reconocer bien los ejem-
plares, y asi puedan los estudios de caracterizacion genética de poblacio-
nes naturales ayudar a la sistemadtica y taxonomia de estos moluscos. En
consecuencia la colaboracién interdisciplinar entre parasitélogos, malaco-
logos, ecélogos, bioquimicos, genéticos moleculares, etc., es indispensa-

ble para avanzar en estos estudios.
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10.- RESPUESTAS DEL HOSPEDADOR A LA INFECCION
POR F. hepatica.

El sistema inmunitario de los animales se ha desarrollado para
defenderse frente a una amplia gama de organismos infecciosos como
virus, bacterias, hongos, protozoos, helmintos, etc. Los mecanismos
defensivos pueden dividirse en dos tipos. Uno que responde al modelo
de inmunidad innata o natural, que incluye estrategias defensivas como
por ejemplo el sistema complemento, los macréfagos y otras células
defensoras inespecificas como las de tipo NK (Natural Killer). Este
sistema actda inicialmente mediante el reconocimiento de los patégenos
y a continuacién puede dar instrucciones para que el sistema de inmuni-
dad adquirida de respuestas adecuadas para su eliminacién. En segundo
lugar esta el tipo de respuesta mas lento y especifico y también muy
facilmente adaptable, que responde al mecanismo de inmunidad adquiri-
da, y que esta mediado por linfocitos B y T.

Las mas novedosas estrategias de control basadas en la aplicacion
de vacunas requieren de un conocimiento profundo de las interacciones
hospedador-parasito, y por esa razén cuanto mejor se comprendan los
mecanismos que actian en las respuestas inmunolégicas, mejor se
podran adoptar futuras medidas de control. En los dltimos afios se han
producido avances muy significativos en la inmunobiologia de F. hepatica,
pero todavia restan muchos puntos sin aclarar acerca de la respuesta
inmunitaria que se desarrolla entre Fasciola y sus hospedadores. Ademas,
todo se complica si se considera que F. hepatica ha desarrollado estrate-
glas que permiten su adaptacion fisiologica y la evasion de algunos siste-
mas defensivos del hospedador.

La respuesta inmunitaria innata juega un papel importante en la
defensa contra la infeccién por F. hepatica, asi como en los mecanismos

efectores que se ponen en marcha tras la infeccién como son eosinofilia
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rapida y activacion de los macréfagos. La eosinofilia es una respuesta
caracteristica desarrollada por la mayoria de las infecciones por helmin-
tos.

Al igual que otros helmintos parasitos, I. hepatica puede sobrevi-
vir en sus hospedadores durante periodos prolongados. En buena medi-
da ello responde a que dispone de medios para soslayar el ataque de la
respuesta inmunitaria del hospedador, y de manera especial los debe
poner en marcha mientras se produce la migracién tisular intestinal,
peritoneal y finalmente hepatica.

Parece logico pensar que muchas de las interacciones entre el
parasito y el hospedador tengan lugar en la superficie del parasito y por
tanto no es extrafio que la superficie de Fasciola juegue un papel impor-
tante en la proteccion ante el ataque inmunitario.

La superficie de glicocalix puede intervenir en la evasiéon de la
respuesta inmunitaria mediante tres vias: (a) su composicion varfa en el
curso del desarrollo del parasito en su hospedador y por ello presenta al
sistema inmune dianas cambiantes que lo despistan. Segun se sabe, los
componentes del glicocalix se sintetizan en vesiculas dentro de las células
del tegumento y después se transportan hacia la superficie para ser in-
corporadas al propio glicocalix. Asi el glicocalix de las fases juveniles de
las fasciolas (1 semana postinfecciéon) que estan recién desenquistadas
posee células tegumentarias tipo T0O que se transforman en T1 tan pronto
como los parasitos entran en el tejido hepatico (3 semana postinfeccion).
Después y antes de su entrada en los conductos biliares, se diferencian o
cambian a células tegumentales tipo T2 (a las 6-12 semanas postinfec-
cion).

Todos estos cambios en la composicion del glicocalix se reflejan
en cambios de las respuestas inmunitarias del hospedador, de modo que
se sugiere que las células efectoras de anticuerpos, como eosinéfilos y

neutréfilos no tienen suficiente tiempo de contacto con el parasito como
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para dafar su superficie y dar lugar a su desintegracion. Se ha evidencia-
do claramente con técnicas de radioseguimiento que el perfil glicoprotei-
co superficial de los estadios inmaduros de F. hepatica, difiere mucho del

que poseen las formas adultas, tal como se aprecia en el esquema (Fig.
15).

Fig. 15.- Cambios de antigenicidad del tegumento de F. hepatica durante su
desarrollo (Hanna, 1980).

=

En relacion con F. hepatica la resistencia natural en las especies de
mamiferos que pueden verse afectados por este parasito, presentan no-
tables variaciones en su receptividad a la infeccién y en la capacidad de
resistencia adquirida en respuesta a la reinfeccion. Mientras que la oveja
con frecuencia sucumbe ante la fasciolosis aguda, en las infecciones
cronicas pueden sobrevivir hasta mas de 11 afos.

También es cierto que hay notables diferencias de sensibilidad

entre razas ovinas a la infeccion por F. hepatica; por el contrario en el
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ganado vacuno no es frecuente la muerte por fasciolosis y se menciona
un proceso similar a la “autocuracién” entre los 9 y 26 meses postinfec-
cion (pi). Claro que este fendmeno se asocia con la calcificacién y engro-
samiento de las paredes de los conductos biliares que es una reaccion
frecuente en el higado de vacas con fasciolosis cronica.

Segun los autores que han comparado el orden de sensibilidad a
la fasciolosis con la capacidad de los hospedadores, para controlar la
migracion por el parénquima hepatico de las fasciolas juveniles por me-
dio de la reaccién de fibrosis; parece claro que las fasciolas no llegan a la
madurez tan facilmente en cerdos y caballos como en vacas y ovejas.

Sobre lo que sucede con los animales silvestres respecto de su re-
ceptividad a la infeccién por F. hepatica no se sabe mucho, pero es pro-
bable que suceda algo similar, contando ademas con que las posibilidades
de infeccién son mucho menores en estos animales de vida libre a causa
de su dispersion.

El modelo ratén es menos valido que la rata para el estudio de la
inmunidad en el laboratorio frente a F. hepatica, probablemente porque el
ratén sucumbe ante la presencia de infecciones incluso con dosis peque-
flas, por lo que se requiere trabajar con mayor nimero de animales.
Pronto se comprobé que las ratas podian desarrollar niveles de protec-
cion altos ante las reinfecciones con metacercarias de F. hepatica, y quizas
por esa razén este modelo ha sido muy util para investigar mecanismos
de inmunidad ante Fasciola (Paz Silva, 1994, 1997).

LLas metacercarias resistentes pueden ser ingeridas con las plantas
acuaticas por los hospedadores vertebrados. La ingestiéon conduce a la
pérdida de la cubierta exterior y la activacién del parasito, lo que conlleva
la liberacion de las duelas juveniles recién desenquistados en el intestino,
su penetracion en la pared intestinal y migracion a través del tejido del
higado y peritoneo hacia la vesicula biliar, donde se convierten en adul-

tos. El conocimiento del repertorio molecular expresado por el parasito
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durante la primera etapa de la infeccién puede dar pistas valiosas sobre la
biologia de las fases juveniles y ayudar a aclarar algunos aspectos de la
relacién hospedador-parasito y otros que quiza puedan servir por ejem-
plo, para definir nuevas vias de proteccion frente a la infeccion.

Lamentablemente, esta informacion es todavia escasa para las fases
juveniles recién desenquistadas, ya que la mayorfa de los estudios de
protedmica se han centrado en los trematodos adultos o se limitan a los
componentes  secretados por esas fases juveniles. Aqui se generan
metacercarias 7z vitro para estudiar las proteinas expresadas en las cercarias
recién desenquistadas, mediante la aplicacion de digestion de tripsina y el
analisis de péptidos resultantes por cromatografia liquida y espectrometria
de masas.

La identificaciéon de proteinas expresadas por cercarias desenquis-
tadas y especificamente las que se encuentran en la interfaz de hospeda-
dor-parasito, podria ayudar a entender lo que sucede en esas fases
iniciales en la infeccién animal y humana por F. hepatica. Con este objeti-
vo, se han identificado diversas proteinas relacionadas con procesos
biolégicos del parasito. Se caracterizé una de las moléculas identificadas,
la proteina 14 kDa, y se demostrd su asociacién con las estructuras ex-
ternas de cercarias juveniles y su presencia tanto en los componentes
somaticos como en los de secrecion del parasito. Esta proteina ya identi-
ficada, y otras ya descritas por otros autores, podrian aportar nuevos
conocimientos sobre la biologfa del parasito y su relacién con el hospe-
dador sobre todo en el periodo inicial de la infeccion.

Asi pues, una diana contra la que se dirige la resistencia a la rein-
feccion parece ser las fasciolas juveniles de 4-14 dias. Se sugiere que la
pared intestinal de las ratas sensibilizadas actia como barrera eficaz
contra la entrada de las fasciolas juveniles recién desenquistadas migran-
do hacia la cavidad peritoneal, siendo el mecanismo efector la secrecién

de anticuerpos IgA y las respuestas inflamatorias inespecificas.
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De otra parte el analisis de las subclases de anticuerpos en sueros
de ratas infectadas, mostré una elevacion de los niveles de IgM, IgE e
IgG1 e IgG2a, respecto de sueros no infectados controles. Lo mismo
sucedi6 con el aumento de los neutréfilos y esosinéfilos.

Parece claro que en las ratas, la Th2 citoquina, 1.-4 estimula la
produccion de IgG2a y de IgE, mientras que la citoquina Th1, IFN-
gamma, induce la produccion de IgG1. Por tanto lo que se aprecia es la
implicacion de ambos tipos de respuesta Th1 y Th2 en el higado de ratas
infectadas con F. hepatica y 1a posibilidad de induccién preferencial de la
respuesta tipo 2.

A través de infecciones experimentales en varios animales de ex-
perimentacién, desde ratas y conejos, a ovinos, caprinos y bovinos, se ha
ido completando el conocimiento y precisando muchos aspectos impor-
tantes del comportamiento del parasito desde sus fases juveniles hasta su
asiento definitivo como adultos. Entre los apartados vinculados con el
ciclo esta todo lo relativo a las respuestas inmunitarias que ponen en
marcha los hospedadores que son de tipo humoral pero también tienen
un componente celular importante. Del estudio de las respuestas induci-
das por el ingreso y presencia de F. hepatica se extraen conclusiones apli-
cables no solo en aspectos relacionados con la patologia y el diagnéstico
sino también para otros fines como la tipificacién de antigenos y su
validez como compuestos vacunales protectores, pasando por la epide-
miologfa molecular que posibilita, por ejemplo, determinar seroprevalen-
cias de fasciolosis en distintas zonas, y asimismo algo que, « priori es muy
interesante, como es la contrastacion de la eficacia de los tratamientos
fasciolicidas.

Son varias las interrogantes que surgen en este apartado desde
¢como y cuando se desarrollan las respuestas inmunitarias?, ¢qué papel
tienen cada una de ellas en el curso de la infecciéon o en la proteccion?,

¢cuanto tiempo perduran activas?, ¢persisten después de la eliminacién
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de las fasciolas del hospedador?, ;cémo se pueden evidenciar o detectar
de la mejor manera? y quiza también scémo pueden utilizarse para pro-
teger de las infecciones?

Como hemos indicado, las metacercarias ingeridas por el hospe-
dador liberan el embrion en el duodeno, por la acciéon de las enzimas
digestivas y acidos biliares. Pronto pasan a través de la pared intestinal y
a las 24 horas de la infeccion alcanzan la cavidad peritoneal, donde co-
mienzan como formas juveniles a migrar activamente, alcanzando el
parénquima hepatico en unas 48 horas, y al que acceden a través de la
capsula de Glisson. El desarrollo de las formas inmaduras o juveniles de
F. hepatica finaliza cuando llegan a los conductos biliares, entre las 6-8
semanas pi, y donde se encuentran como fasciolas sexualmente maduras
sexualmente. Es facil suponer que no todas las metacercarias ingeridas
por el hospedador finalizan su desarrollo, estimandose que fracasan en
este intento entre el 40 y 75% de ellas.

Ademas de las complejas acciones patégenas que desencadena la
fase endogena de F. hepatica, es muy interesante entender que ésta libera
sustancias, sobre todo peptidicas, con actividades proteoliticas, y que la
mayor parte de esas enzimas liberadas son cistein-proteasas, con pesos
moleculares conocidos, tal como se ha demostrado en condiciones expe-
rimentales.

Ademas de todas estas sustancias, los propios antigenos somati-
cos entran en contacto con los mecanismos inmunoefectores del hospe-
dador, de modo que en pocas semanas ya se pueden detectar anticuerpos
especificos frente a estos antigenos de Fasciola. Conviene subrayar que el
capitulo dedicado al estudio y analisis de la composicion de los antigenos
metabolicos o somaticos de las fases del desarrollo de F. hepatica, es muy
extenso y aun quedan muchos aspectos por conocer.

Son interesantes las conclusiones de los trabajos con ovinos. To-

dos coinciden en sefialar que en la oveja tiene lugar una limitada resisten-
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cia inmunolégica adquirida. De tal modo que el nimero de fasciolas
recuperado de ovinos reinfectados era similar al de los recuperados de
los primoinfectados; aunque si habia reduccién de la eliminaciéon de
huevos y un cierto retraso del desarrollo de esas fasciolas en los animales
reinfectados.

A las 4 semanas de la infeccion se desarrolla una respuesta inmu-
nitaria humoral que consiste en la generacién de anticuerpos especificos
frente al parasito con predominio del tipo IgG1, que alcanza niveles
maximos a las 5-6 semanas de la infeccién. Los estudios sobre la inmu-
nidad celular sugieren que las respuestas tipo 2 regulan la respuesta in-
munitaria durante el estadio agudo de la infeccién, pero que la respuesta
en la fase crénica es bastante diferente.

En numerosos estudios efectuados en el ganado vacuno se evi-
dencia una inmunidad protectora, que a menudo es muy intensa en las
reinfecciones, y puede variar del 60 al 84%. La resistencia a la reinfeccion
no necesita la presencia continuada de los parasitos de la primera infec-
cién y algunos autores indican que esta situacion no obedece sélo a la
respuesta inmunitaria sino que también puede jugar un papel importante
la fibrosis hepatica causada por la primoinfeccion. Asi pues, se confirma
que la duracién de la primoinfeccién y por tanto la extension de la fibro-
sis, pude condicionar apreciablemente el nivel de resistencia.

Los anticuerpos en vacuno y también en ovino muestran un pre-
dominio acentuado de las subclases IgG1 sobre el IgG2 (Fig. 16), lo que
coincide con lo observado en otras infecciones por helmintos, con un

nivel maximo a las 18-20 semanas pi, para después reducirse lentamente.
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Fig. 16.- Respuesta de anticuerpos durante la infecciéon experimental de ga-
nado vacuno con F. hepatica (Mulcahy et al., 1999.
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Se sabe que todas las especies afectadas por F. hepatica son capa-
ces de producir anticuerpos contra el parasito, y que no necesariamente
son protectores. Al mismo tiempo hay la demostraciéon de que interviene
también la inmunidad de base celular, es decir parece que en la estrategia
defensiva del sistema inmunitario participan conjuntamente factores
humorales y celulares, si bien sucede que se ha demostrado mas intensa e
importante la inmunidad ante las formas juveniles que frente a los adul-
tos en lo que probablemente influye su localizacion.

También se confirma que el parasito es capaz de poner en mar-
cha mecanismos defensivos para no resultar afectado por el sistema
inmunitario del hospedador, pero todavia faltan datos al respecto.

En el caso de F. hepatica algunos de esos mecanismos son por
ejemplo, la produccién por parte de fasciolas adultas de sustancias que
atacan a los linfocitos del hospedador, la liberacion de altas proporciones
de antigenos del parasito para neutralizar anticuerpos generados forman-
do inmunocomplejos inactivos que también podrian estar en el origen

del fenémeno inmunosupresor de Fasciola.

109



Hay también evidencia de un fenémeno de variacién de antige-
nos del tegumento de F. hepatica como mecanismo de evasion. Finalmen-
te, se ha puesto de relieve la existencia de cierta similitud antigénica con
el propio hospedador, hasta el punto de que el parasito no sea reconoci-
do tan facilmente por el sistema inmunitario.

El hombre no se considera un hospedador realmente muy recep-
tivo para F. hepatica y la mayor parte de las fasciolas juveniles quedan
atrapadas en el parénquima hepatico durante su migracion, aunque algu-
nas si alcanzan los conductos biliares y maduran.

Hay ademas de los sintomas clasicos descritos, eosinofilia y nive-
les altos de IgM, IgG e IgE. Se ha comprobado también que la respuesta
inmunoldgica en el hombre ante antigenos metabélicos, y también ante
las cistein-proteasas, catepsina L1 y se ha demostrado que las subclases
predominantes eran IgG1 e IgG4. Con todo se sefiala que en el hombre
hay un tipo de respuesta Th2, aunque no haya evidencias de que esta
respuesta se traduzca en resistencia inmunitaria a la infeccion.

Se han efectuado muchos progresos en el desarrollo de estrate-
gias de inmunoprofilaxis basadas en buena medida en el estudio de los
mecanismos inmunitarios frente a F. hepatica en los distintos patrones de
hospedadores y asimismo en el estudio e identificacién de antigenos
potenciales con posibilidades de protecciéon como los productos metabo-
licos o de excrecion-secrecion, los de la superficie de las fasciolas, las
diversas glicoproteinas, las proteinas transportadoras de lipidos (FABP,
de las siglas “Fatty-Acid Binding Proteins”), las glutatién-S- transferasas,

las cistein-proteasas y otras moléculas que citaremos mas adelante.
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11.- ANTIGENOS Y ANTICUERPOS: SU UTILIDAD EN EL
DIAGNOSTICO.

Hay técnicas directas que permiten identificar los animales infec-
tados mediante la demostracion de huevos en heces; sin embargo, una
desventaja de la coprologia es que no detecta infecciones prepatentes ni
tiene buena sensibilidad que es sélo del 72,5% en ovinos, 76,6% en por-
cinos y 83,3% en équidos. Esto se debe a que el método detecta los
huevos a partir de las 10-12 semanas pi, es decir cuando las fasciolas ya
han alcanzado la madurez sexual y han ejercido su accién mas patégena y
causado lesiones hepaticas muy intensas en los animales, por lo tanto no
detecta infecciones agudas ni prepatentes. Ademads se reducen los positi-
vos cuando la carga parasitaria es baja y cuando la eliminaciéon de huevos
es intermitente y en consecuencia animales que estan infectados pueden
considerarse como falsos negativos.

Son necesarios métodos de diagndstico mas precoces y sensibles
para demostrar la infecciéon antes de que se produzcan lesiones en el
higado, y también para poder evaluar la eficacia de los tratamientos anti-
parasitarios.

Avanzar en la deteccién de la infecciéon cobra mucho interés.
Con un diagnéstico temprano y certero se podrian disminuir considera-
blemente las pérdidas econdémicas. Detectar mas tempranamente la in-
feccion permitirfa adelantar el tratamiento y disminuir o evitar la
contaminacién medio ambiental, lo que siempre es mas efectivo que
hacer un tratamiento contra fasciolas adultas presentes en los conductos
biliares que ya excretan huevos al medio. Por lo tanto, al eliminar los
parasitos juveniles antes de que alcancen su madurez sexual se impide la
eliminacién de huevos y de esta forma disminuye progresivamente la

prevalencia de la enfermedad.
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La detecciéon de anticuerpos es un método de preferencia para el
inmunodiagnostico de la fasciolosis animal, la razén es su relativa simpli-
cidad y la temprana seroconversion en el inicio de la infeccién. Son nu-
merosas las pruebas serolégicas que se han propuesto para el diagndstico
de infecciones por F. hepatica; sin embargo, hay que tener en considera-
cién que su positividad no puede ser siempre considerada como un crite-
rio de infeccién activa, dado que se ha demostrado que muchos
pacientes ya curados siguen manteniendo niveles de anticuerpos elevados
contra el parasito por periodos que pueden llegar hasta mas de dos afios.

El inmunodiagnéstico se ha planteado como una interesante al-
ternativa en la busqueda de métodos diagnosticos mas sensibles y especi-
ficos, tal es el caso de las técnicas inmunoenzimaticas o ELISA, que se
basan en el principio de la detecciéon del complejo antigeno anticuerpo
(IgG o IgM), mediante conjugados anti-inmunoglobulinas especificas
marcadas con una enzima, que se revela con su sustrato. Esto permite
determinar la concentraciéon de antigeno o de anticuerpos, mediante el
uso de uno de ellos unido a una fase sélida y el otro en solucion. Es una
técnica relativamente sencilla que permite procesar gran cantidad de
muestras en poco tiempo, y sirve tanto para estudios clinicos como se-
roepidemiolégicos. La deteccion de anticuerpos mediante ELISA es
ampliamente utilizada para el diagnéstico de numerosas enfermedades de
interés en medicina veterinaria y ha venido a resolver una serie de limita-
ciones de otras pruebas diagnosticas.

En la actualidad la prueba de ELISA es una de las herramientas
diagnodsticas mas empleadas y aplicable a gran escala, cuya sensibilidad y
especificidad depende de la fuente del antigeno utilizado. Esta técnica
permite un diagnoéstico mas temprano de la infeccion, al detectar res-
puestas a los estados juveniles del parasito y con ello realizar la aplicacion

de tratamientos en forma temprana, mediante ELISA se detecta respues-
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ta inmunitaria contra F. hepatica en corderos a partir de la segunda sema-
na de infeccién (Lomba, 2005).

Generalmente, se han usado antigenos que realmente son com-
plejos antigénicos, que pueden tener algin inconveniente de sensibilidad
y especificidad. El preparado antigénico utilizado primariamente fue un
extracto de un macerado de fasciolas adultas, y luego fueron los produc-
tos excrecion-secrecion (ES) y sus fracciones mas purificadas. Se com-
probo que la calidad del antigeno es esencial para el mejor rendimiento
de estas pruebas, dado que el empleo de un extracto crudo conlleva gran
diversidad de determinantes antigénicos, algunos incluso compartidos
con otros parasitos, lo que facilita la aparicién de las reacciones cruzadas
o inespecificas.

Mas recientemente se dispone de antigenos nativos purificados y
antigenos recombinantes. Los antigenos de ES se consideran importan-
tes inductores de la respuesta inmune humoral en la fasciolosis, y tanto
su especificidad como su utilidad diagnéstica se han demostrado en
numerosos estudios de fasciolosis humana y animal.

Efectivamente, por la complejidad del llamado "mosdico anti-
génico" se han puesto en marcha distintos métodos pata tratar de purifi-
car los productos obtenidos del extracto somatico de F. hepatica, desde
los mas simples como la ultracentrifugacion, hasta otros mas especificos
y complejos como son algunos procedimientos cromatograficos.

Asi pues, a partir de extractos parasitarios crudos estudiados me-
diante inmunoelectroforesis en geles de agarosa (inmunoprecipitacion
simple y cruzada) y luego analizados mediante SDS-PAGE, se ha apre-
ciado una compleja composicion antigénica en F. hepatica; esto se eviden-
ci6 por la observaciéon de numerosas bandas y arcos de precipitacion en
los geles de agarosa, correspondientes a complejos antigeno-anticuerpo.

Empleando SDS-PAGE en condiciones reductoras, en los extrac-

tos somaticos y en los de ES de F. hepatica, se demostraron diversas ban-
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das, que sometidas a electrotransferencia y posterior revelado, se deter-
mind que varias de esas fracciones antigénicas eran utiles para el inmuno-
diagnoéstico de la infeccidon durante la fase prepatente y la patente.

Enfrentando los productos de ES del parasito a una mezcla de
sueros de animales naturalmente infectados por F. hepatica, se encontra-
ron polipéptidos de interés diagnostico, a partir de los 1,5 meses pi, con
un peso molecular de 35-38 y 30-33 kDa. A los 2 meses pi se detectaron
otros dos polipéptidos de 26-28 y 19-22 kDa. También se identificaron
algunos polipéptidos inespecificos, de menor interés diagnéstico, debido
a que reaccionan en forma inespecifica o cruzada con otros parasitos.

Dada la facilidad de obtencién del preparado ES y su menor com-
plejidad se recomienda su uso para estos estudios. Los que tienen mayor
interés son los polipéptidos de 35-38; 30-33; 26-28 y 19-22 kDa, por su
sensibilidad, especificidad y persistencia en el tiempo. Sin embargo, su
composicion todavia influye negativamente en el rendimiento del inmu-
nodiagnostico, por algunas reacciones cruzadas o inespecificas generadas
por determinantes antigénicos compartidos con otros parasitos.

En estudios realizados por nuestro grupo de investigacion en la
Facultad de Veterinaria de Lugo, se obtuvieron polipéptidos, de 29 kDa
y 14 kDa, purificados por separado, mediante la técnica de electroelu-
cién, de un antigeno de ES de F. hepatica. Posteriormente, se evalud la
eficiencia diagnostica de los eluidos mediante Western Blot, empleando
sueros de ovinos sin fasciolosis como control, sueros con fasciolosis en
sus etapas prepatente y patente y sueros de animales no infectados por F.
hepatica pero si por otras parasitosis. De esta manera, se obtuvieron para
el polipéptido de 14 kDa, valores de sensibilidad y especificidad del 95 y
100%, respectivamente, mientras que para el polipéptido de 29 kDa,
estos valores fueron de 97,5 y 100%, respectivamente; en ambos casos se
lograron valores predictivos altos. En la fase prepatente de la infeccion

se obtuvo una sensibilidad del 80 y 100% para los polipéptidos de 14 y
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29 kDa, respectivamente, mientras que con sueros obtenidos en la etapa
patente de infeccion, estos valores fueron de 100 y 97%, respectivamen-
te. Al comparar estos resultados con los obtenidos por Western Blot
realizados con fracciones cromatograficas semipurificadas, se observa
que la eficiencia diagndstica mejora notablemente. La técnica de electroe-
lucién resulté ser un buen sistema, al ser facil de realizar y altamente
eficiente en la obtencién de eluidos purificados. No obstante, debido a la
existencia de un considerable nimero de moléculas antigénicas y a las
diferentes condiciones laboratoriales en las que se realizan los estudios,
se hace dificil poder comparar los resultados obtenidos por los diferentes
grupos de investigacion.

Se ha ideado un método inmunoenzimatico tipo ELISA "sand-
wich", para el diagnéstico de la distomatosis, a través de la deteccion de
coproantigenos especificos. También se ha detectado la presencia de
antigenos y complejos inmunes circulantes en suero de animales sospe-
chosos de estar infectados por F. hepatica, para lo que se desarrollan
igualmente técnicas de diagnodstico especificas. Al determinar estos anti-
genos circulantes se obtiene, segin algunos autores, un mejor indicador
de la infeccién en su fase activa respecto de la determinacion de anti-
cuerpos.

Este procedimiento es util para valorar la eficacia del tratamiento,
como se ha evidenciado mediante infecciones experimentales y naturales,
en las que diferentes autores comprobaron que entre la 2* y la 4* semana
del tratamiento ya no se encuentran antigenos circulantes. Sin embargo,
este método tiene el inconveniente que es mucho mas laborioso que la
simple deteccién de anticuerpos.

Un antigeno especifico de 27 kDa de F. gigantica (FG27) obtenido
de productos de ES, se purificé y se utiliz6 como antigeno especifico y
sensible para el diagnostico de la fasciolosis humana. El primer estudio

que identificé y caracterizé una enzima, la cistein proteinasa de 27 kDa,
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purificada a partir de ejemplares adultos del parasito, se realizé en Japon.
Esta proteina luego se usé como antigeno en una prueba de ELISA,
demostrando que era reconocida por el 100% de los pacientes con fas-
ciolosis estudiados. Esta proteasa estarfa involucrada en la alimentacion,
migracion y evasion de la respuesta inmune del parasito.

Mas recientemente, los avances en biologia molecular han hecho
posible alternativas al inmunodiagnéstico de la fasciolosis, consistentes
en la produccién de antigenos unitarios, con la obtencién y purificacion
de proteinas recombinantes a las que nos referimos a continuacion.

Otros estudios importantes son los realizados en el inmuno-
diagnostico de la fasciolosis, aplicables en especies animales y en huma-
nos y se basan en la obtenciéon de anticuerpos monoclonales con los que
es posible detectar antigenos (Espino ef al., 1990; Duménigo ez al., 1996,
etc.). Se ha demostrado mediante técnicas inmunoenzimaticas que estos
anticuerpos monoclonales son muy especificos, sensibles y validos para
el diagnodstico de la fasciolosis activa en distintos hospedadores incluidos
los humanos. Se pueden aplicar anticuerpos monoclonales de captura en
la evaluacién de antigenos circulantes en suero y coproantigenos de-
tectandolos en bovinos y ovinos al menos cuatro semanas antes de la
aparicion de huevos en heces. La correlacion estadistica significativa
hallada entre el numero de parasitos adultos y la produccion de huevos,
asi como con antigenos en heces, nos permitirfa apreciar la intensidad de

la infeccidn.
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12.- PROTEINAS RECOMBINANTES Y SU INTERES
PARASITARIO.

En los ultimos afios ha aumentado la obtencién de proteinas re-
combinantes de parasitos presentes en los animales domésticos y en el
hombre. Se puede afirmar que practicamente para todos los grupos de
parasitos hay estas proteinas, por ejemplo, para protozoos (Babesia,
Leishmania), trematodos (Shsitosoma, Fasciola), cestodos (Taenia), nemato-
dos (Haemonchus) y artrépodos (Hypoderma), etc. Esto significa que mu-
chas de estos productos pueden aplicarse en el inmunodiagnéstico de
diferentes parasitosis mediante técnicas inmunoenzimaticas como el
ELISA e incluso como sucede en el caso de la fasciolosis, el interés pri-

mordial se puede orientar hacia la inmunoproteccion.

La investigacion del genoma de algunas formas parasitarias abre
nuevas fronteras para incrementar el conocimiento de su biologfa y pue-
de mejorar el diagndstico y también el control. Las herramientas propor-
cionadas por la Biologia Molecular enriquecen de forma relevante la
Parasitologia Veterinaria, puesto que la secuencia unica del ADN aporta
un elevado nivel de especificidad (Pitarch ez a/., 2010).

En los dltimos afios, ha sido posible secuenciar el genoma de va-
rias especies de helmintos parasitos. Por ejemplo, el proyecto sobre el
genoma de Schistosoma spp se ha utilizado como modelo basico para la
investigacion de otros parasitos importantes en veterinaria como es el

caso de F. hepatica.

La capacidad de purificar ARNm de diferentes estadios del ciclo
biolégico de un parasito y obtener a partir de ellos bibliotecas de ADNCc,
es basico para poder llegar a conocer la capacidad inmunégena de las

proteinas parasitarias.
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Usando la técnica de clonaciéon de genes (tecnologia del ADN re-
combinante), es posible aislar genes de parasitos que codifican un sélo
antigeno, e introducir estos genes en una bacteria, levadura o en células
de mamiferos, donde pueden expresarse y conseguir asi una buena dis-
ponibilidad del antigeno recombinante. La expresion de este antigeno en
un vector inofensivo, facil de cultivar y manejar, como es el caso de
Escherichia coli, soluciona el inconveniente de tener que recoger conti-
nuamente fasciolas del matadero y posterior procesarlas para purificar
antigenos especificos, lo que entrafia dificultades considerables.

Potencialmente, esos antigenos parasitarios protectores se pue-
den obtener ya de forma recombinante en gran variedad de vectores, y
esto supone un avance para el futuro del diagnéstico y de la obtencién
de vacunas.

Las proteinas recombinantes resultan de la expresion de ADN
recombinante o recombinado, que se obtiene mediante la unién 7 vitro
de ADN previamente seleccionado. Para la obtencién de ADN recom-
binante, habitualmente se recurte a la construccion de una biblioteca de
ADNc, que es una mezcla de clones obtenidos mediante la insercion de
ADN genémico o ADNc en el vector adecuado. Ya la clonacién repre-
senta el procedimiento de hacer copias de un individuo total o de alguna
parte de él (un fragmento especifico de ADN, generalmente un gen).
Para ello, se afsla la secuencia de ADN que se desea clonar y se utiliza un
microorganismo como vector de clonaciéon (normalmente alguna especie
de bacteria), con objeto de hacer copias del fragmento insertado.

El paso siguiente es la infecciéon de bacterias con los fagos re-
combinantes, y hacerlo crecer en placas de cultivo. Se pueden utilizar
diferentes fagos y bacterias, como por ejemplo, los fagos Agtl0 y el
Agt11; las bacterias mas usadas son cepas de E. /. El empleo de plasmi-

dos es adecuado y se obtiene mucho rendimiento al introducir ADN
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recombinante en el ADN de las bacterias, y el cribado o busqueda de
clones de interés asi resulta muy facil.

La expresion de genes en bacterias es la forma mas sencilla y
econémica de obtener suficiente cantidad de proteina. E. co/7 sigue siendo
la bacteria mas empleada, porque esta bien caracterizada, y hace facil la

produccion de proteinas recombinantes.

12.1.- Proteinas recombinantes de F. hepatica.

En los dltimos afios se ha avanzado de forma notable en el dia-
gnostico de fasciolosis, utilizandose nuevos tipos de antigenos, general-
mente purificados a partit de productos ES de F. hepatica, e incluso
ensayando moléculas recombinantes.

Es necesario destacar que disponer de un antigeno recombinante,
significa no tener que depender del parasito para obtenerlo en cantidad
suficiente y lo que es mas importante, se puede mejorar apreciablemente
la sensibilidad de las técnicas usadas.

Se han obtenido diferentes proteinas recombinantes de F. hepati-
¢a, que se han expresado como proteinas de fusién con glutation-S-
transferasa (GST), si bien, se emplean cada vez mas levaduras como
vectores.

Las fasciolas adultas en los conductos biliares hepaticos, estan
expuestas a la accion de la bilis. En este ambiente, los trematodos super-
viven gracias al tegumento, que los mantiene aislados del habitat desfa-
vorable. El tegumento de F. hepatica proporciona una interfase en la que
el sistema inmunitario del hospedador interactda con el parasito, por lo
que es interesante aislar y expresar genes que codifiquen para esta estruc-

tura.
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De esta manera se aisl6 ADN de F. hepatica responsable de una
proteina de 22 kDa, localizada en el tegumento del trematodo, con buena
inmunogenicidad. Otros autores vieron que en el ADN de fasciolas
adultas habfa una secuencia repetitiva que codificaba para una proteina
del tegumento con buena actividad inmundgena.

Los trematodos estan expuestos a reactivos de oxigeno (ROS)
producidos por macréfagos del hospedador, que tratan de eliminar los
parasitos; para contrarrestarlo las fasciolas secretan proteinas antioxidan-
tes, que contribuyen a la supervivencia y a la patogenicidad de este tre-
matodo. Algunas de las proteinas de F. /hepatica con actividad
antioxidante que se han expresado como recombinantes, como es el caso
de las superoxido dismutasas, que catalizan la descomposicion del super-
oxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno se han observado en el tegu-
mento y en los productos de excrecion/secrecion de Fasciola.

Las enzimas antioxidantes son tiorredoxinas y también estan pre-
sentes en F. hepatica demostrando su acciéon protectora mediante la in-
hibicién de rutas de produccion de reactivos oxigenados.

Las proteinas transportadoras de lipidos o FABP tienen funcio-
nes importantes en el metabolismo de F. hepatica, ya que los trematodos
parasitos no sintetizan los lipidos que necesitan, en particular acidos de
cadena larga y colesterol. Se trata de una amplia familia de proteinas, con
afinidad por acidos grasos y se ha logrado aislar el ADN que codifica
para una FABP de 15 kDa (Fh15), con buena actividad inmundgena en
conejos infectados. Esta Fh15 asimismo inducfa proteccién frente a
infecciones por Schistosoma. Sin embargo, al estudiar la proteccion de una
FABP nativa y otra recombinante se vié6 que unicamente era activa la
nativa.

Siristiro ez al. (2002) clonaron un gen responsable de la expresion
de una FABP de Fasciola gigantica de 18,5 kDa indicando su gran potencial

como vacuna frente a infecciones por Fasciola 'y Schistosoma.
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Nuestro equipo de investigaciéon (Paz-Silva ez al, 2005; Arias,
2007), ha realizado el cribado de una biblioteca de ADNc de fasciolas
adultas y, posteriormente, se seleccionaron 19 clones con genes de F.
hepatica, de los que obtuvieron una serie de proteinas recombinantes, que
han servido de base para estudiar su utilidad en el inmunodiagnéstico de
fasciolosis, y también la idoneidad para analizar los resultados de diver-
sos tratamientos fasciolicidas (Arias ez al., 2006, 2007, 2009, 2010).

Un clon de F. hepatica de 400 pares de base (pb) de ADNc aislado
de una biblioteca de expresion, se utiliz6 en sueros de ratas obtenidos a
las 2 semanas pi. La secuencia de nucleétidos del ADNc revel6 la pre-
sencia de un marco de lectura abierta de 78 pb que codifica un polipépti-
do de 25 aminoacidos con un peso molecular de 2,9 kDa. Este
polipéptido se expresé en bacterias como una proteina de fusiéon GST 'y
se utiliz6 para la produccién de antigeno especifico. La proteina recom-
binante de 2,9 kDa (denominada APS) se evalud, mediante ELISA indi-
recto, en sueros de ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica y
los resultados se compararon con los obtenidos con el antigeno de ES.
El patrén de IgG fue muy similar en ambos casos, aunque con la protei-
na recombinante de 2,9 kDa se detectaron animales con fasciolosis activa
muy pronto; asi pues el empleo de este antigeno unitario ofrece un dia-
gnostico mas fiable y se puede disponer de suficiente cantidad de ¢l
cuando se necesite; es de composicion estable, y facilita la estandariza-
cién de las técnicas, validando la comparacion de resultados de distintos
laboratorios.

Por tanto son muy ventajosas estas opciones que se encargan de
analizar el valor real de estas proteinas recombinantes para diagnosticar
la fasciolosis y evaluar la eficacia de fasciolicidas en condiciones de cam-
po, v para poder diferenciar animales con infeccidon activa de los que la

han superado tras el correspondiente tratamiento.
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Las catepsinas son proteinas obtenidas de F. hepatica con activi-
dad proteolitica, puesto que degradan proteinas a péptidos. Se han obte-
nido 2 catepsinas B de 28,8 y 38 kDa, respectivamente, demostrandose
utiles como vacunas potenciales. Igualmente, se han expresado 2 catep-
sinas L. de 37 y 35 kDa, respectivamente, que actian como proteasas
relacionadas con la patogenicidad de fasciolas inmaduras, y también se
han empleado en el diagnéstico de fasciolosis con un ELISA con buenos
resultados.

Las glutation-S-transferasas pertenecen a las isoenzimas, muy
comunes en los parasitos, que son detoxificantes y adquieren una activi-
dad destacada para evitar la respuesta del hospedador.

Las cistein-proteasas participan activamente en la nutricién de
las fasciolas, colaboran a la evasioén de la respuesta inmunitaria del hos-
pedador y facilitan la invasién de los tejidos del mismo; las diferentes
cistein-proteasas de Fasciola, se expresan de distinta forma segun la fase
del ciclo intraorganico en que se encuentre el parasito. En esta linea, se
aislé un gen de F. hepatica que codifica para una proteina de 11,5 kDa que
interviene en fendmenos de lisis celular y que es proxima a la saponina.

Recientemente se ha secuenciado el antigeno FG-27 de F. gigant-
¢ca cuya secuencia de 20 aminoacidos resulté ser homologa a la de la
catepsina -1 de F. gigantica que ya figuraba inscrita en el GenBank.

Las pruebas serolégicas para el diagnostico de la fasciolosis se
han desarrollado siempre utilizando material procedente de F. hepatica,
pero recientemente, la catepsina recombinante F. gigantica 1.1 (rCTL1) se
utiliz6 como reactivo de diagnostico para la fasciolosis humana en un
ELISA de captura. Los resultados demostraron que los péptidos se pue-
den utilizar en el serodiagnostico de la fasciolosis humana para futuros
estudios de prevalencia a gran escala y que supone un método rapido,

sensible y especifico, con la ventaja adicional de su facil reproduccion.
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13.- ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LA FASCIOLOSIS.

Es natural pensar que debe haber diversos métodos para comba-
tir una determinada enfermedad parasitaria, bien sea ésta de interés
econémico o zoondsico y tratar de eliminarla por completo. La idea
basica es saber frente a qué parasito se lucha y después conocer de qué
medidas se dispone y como adecuarlas a la situacion real. En esta situa-
cion la Parasitologia debe contar con la contribuciéon que desde diversos
campos le pueden aportar, por ejemplo, ecologia, etologifa, manejo ani-
mal, ingenierfa, farmacologia, inmunologfa, malacologfa, etc. La lucha
tiene como primer objetivo lograr el equilibrio en la relacién parasito-
hospedador; para que la coexistencia del proceso parasitatio, sea inocua o
soportable desde la perspectiva econdémica y/o zoonédsica. La meta final
deberia ser siempre en el plano tedrico, la erradicacion; sin embargo, en
general el mundo de la parasitologia, y desde luego en particular el caso
de la fasciolosis, pocas veces se alcanza la eliminacién total, para lo cual
tendrian que hacerse inversiones muy desproporcionadas y aun asi no
siempre es posible la erradicaciéon buscada. Por eso, es mas real y mas
aconsejable el objetivo de intentar reducir a niveles minimos la presencia
de los parasitos.

Para llegar a reducir la prevalencia de la fasciolosis deben adop-
tarse una serie de medidas profilacticas que incluyen en primer lugar la
realizacion de un diagnéstico acertado y temprano de la situaciéon. En
segundo término hay que aplicar normas de tratamientos mas correctas,
desde la eleccion del farmaco hasta elegir los momentos estratégicos y las
pautas de aplicacién mas convenientes en cada situacion.

Sabiendo cémo influyen las condiciones meteorologicas sobre los
ciclos biolégicos de los parasitos y en los hospedadores intermediatios y
definitivos, se podra adelantar qué puede ocurrir en cuanto a las infec-

ciones por fasciolosis, incluida la preparaciéon de un modelo matematico
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que resuma esta informacién, y de este modo se podran establecer los
periodos mas convenientes para aplicar el tratamiento a los animales, y
con ello evitar hacerlo de forma indiscriminada y creando las condiciones
ideales para la pérdida de eficacia o aparicion de resistencias a los farma-
cos.

No hay que olvidar que deben ponerse en marcha otras actuacio-
nes con el objetivo de interrumpir el ciclo biolégico del parasito, que
incluyen los moluscos como hospedadores intermediarios y las medidas
de manejo de los animales en el pasto, lo que se orienta a reducir en lo
posible la contaminacién del medio con las fases libres del ciclo de Fascio-
la, es decir huevos y cercarias. Ademas hay que pensar en la posibilidad
de que al menos a medio plazo, se podra recurrir al estimulo inmunitario

protector en forma de vacuna.
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14.- COMPUESTOS FASCIOLICIDAS. MECANISMOS DE
ACCION. DIANAS TERAPEUTICAS.

Se puede decir que hay un importante capitulo dedicado a la
quimioterapia y al control, que ocupa un destacado lugar, y que ha avan-
zado conforme han ido mejorando en el tiempo, tanto la eficacia de los
compuestos fasciolicidas, como sus vias de su aplicacion. Parece evidente
asimismo que, a pesar del esfuerzo dedicado a este apartado y de los
numerosos compuestos fasciolicidas lanzados al mercado, no hay ningu-
no que participe de las caracteristicas del farmaco ideal, porque cuando
se obtiene uno que cuenta con eficacia suficiente, al mismo tiempo se
mencionan distintas causas que limitan su uso en la practica, bien sea por
su toxicidad, por su efectos colaterales adversos, o por dar lugar a resi-
duos toxicos que se acumulan en tejidos de especies de consumo huma-
no, y a todo ello hay que afadir las posibles resistencias a los
antihelminticos.

Antes de referirse a la terapéutica de uso para frente a la fasciolo-
sis es preciso hacer algunas consideraciones que son extensibles en lineas
generales a la mayor parte de las parasitosis. Parece poco adecuado basar
el control de la fasciolosis exclusivamente en el tratamiento quimico;
sobre todo si se tiene en cuenta que la terapéutica aplicada a pesar de que
contribuye a disminuir el problema, por si sola no sera suficiente para
solucionarla, y por tanto se debe afadir al programa de control otras
acciones complementarias que, como ya mencionamos, tienden a evitar
la contaminacién de los pastos y la continuidad del ciclo bioldgico.

Con todo, actualmente la forma mas directa de tratar la infeccién
es el uso de fasciolicidas. Es destacable, por lo curioso y por lo que re-
presenta, que la inquietud por buscar farmacos para el tratamiento de la
fasciolosis del ganado se remonte a muchos afos atras; y asi por ejemplo,

se puede leer en la prestigiosa revista The Lancet, en julio de 1927, una
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resefia historica sobre la aplicacion del tetracloruro de carbono para el
tratamiento de la fasciolosis ovina, que por entonces constitufa un grave
problema en muchas partes del mundo.

Por su parte, Lapage en 1970, se refiere a Fasciola parasitando el
higado de las ovejas y vacunos como la causante de la “podredumbre del
higado”, y afiade que la importancia de F. hepatica radica en que causa
enfermedad grave en estos animales, pero también puede afectar a otras
muchas especies, entre las que se encuentran cabras, cerdo, liebre, caba-
llo, perro gato, otros de vida libre y también el hombre. Para comprobar
hasta qué punto algunas afirmaciones que se hacfan hace ya unos afos
no se corresponden con lo que hoy sabemos, baste decir que se comen-
taba que “las infecciones humanas por Fasciola no son muy comunes,
aunque se denuncian casos principalmente en Francia, y también en otras
partes de Europa, Africa del Norte y Sudamérica, habiéndose registrado
algunos casos en Inglaterra. Se afladia que la enfermedad en el hombre es
relativamente leve, “si bien puede ser molesta y dificil de curar”.

Entre los farmacos disponibles en esos afos para eliminar Fasciola
se encontraban el tetracloruro de carbono y el hexacloroetano. El prime-
ro se utiliz6 durante afios, incluso a pesar de sus intensos efectos adver-
sos sobre el higado (necrosis y degeneracion grasa) y de los riesgos de su
uso inadecuado; ademas estaba desprovisto de todo efecto frente a las
fases inmaduras.

Se dio un paso adelante con el hexacloroetano, entre 1947 y
1950, que era menos toéxico que el tetracloruro de carbono, y mas eficaz.
Curiosamente debia administrarse en suspension por via oral, conjunta-
mente con una bentonita, para conseguir su mezcla en agua. Es uno de
los pioneros con su accién frente a las fasciolas inmaduras y porque
podia aplicarse en otofio coincidiendo con las fases iniciales del ciclo de

Fasciola, 1o que suponia un considerable avance en esos afios pues facili-
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taba administrar una segunda dosis en primavera con el fin de eliminar
las fasciolas adultas supervivientes a la primera dosis.

A partir de la década de los 50 se incrementé sensiblemente la
busqueda de compuestos eficaces; asi van surgiendo preparados haloge-
nados como el hexaclorofeno, con actividad preferente por las fasciolas
adultas. Ya en los afios 60 se consiguieron asimismo algunos otros prin-
cipios activos frente a fases juveniles, lo que constitufa un avance intere-
sante que mejoraba mucho la lucha anti-Fasciola, puesto que permitia la
posibilidad de evitar algunos de los dafios causados por la migraciéon de
fases juveniles. En estos afios se obtuvieron también salicilanidas como
la oxiclozanida, la rafoxanida, y también un fenol nitrosustituido haloge-
nado (nitroxinil) que presentaba la facilidad adicional de su aplicacién
por via parenteral y por tanto con mayor rapidez de actividad.

Es entre los 70-80 cuando comienza la era de los bencimidazoles,
cuyo representante genuino fue el albendazol, se consigue el enorme
avance de disponer de antihelminticos de amplio espectro que a la vez
que mostraban eficacia frente a los nematodos, también era activos con-
tra los trematodos Fasciola y Dicrocoelium, de modo que se trataba de
farmacos muy interesante para abordar las infecciones mixtas que habi-
tualmente afectaban a un mismo hospedador, y eran ideales para realizar
tratamientos antiparasitarios generalizados, por ejemplo, en rumiantes.

En este periodo se estudié también una sulfonamida, el clor-
sulon, con excelente eficacia frente a los adultos de Fasciola. Asimismo,
en esa época la diamfenetida (un fenoxialcano) vino a mejorar el trata-
miento por su actividad particular ante las fases inmaduras del tremato-
do.

Actualmente se aprecia un cierto periodo de espera, sobre todo si
se tiene en cuenta que el tltimo compuesto activo a disposicion del mer-
cado es el triclabendazol (Tcbz), que por otra parte se ha mostrado como

el farmaco mas eficaz frente a las fases juveniles y adultas. Se trata de un
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bencimidazol con actuacion especialmente selectiva contra trematodos,
que actualmente sigue siendo el preparado de eleccion, a pesar de que se
usa en veterinaria desde 1983.

Hace reflexionar el hecho de que desde entonces no se hayan ob-
tenido otras moléculas validas en el tratamiento de los trematodos y
también resulta especialmente peligroso el creciente hallazgo de resisten-
cias en el tratamiento con Tcbz contra Fasciola, aspecto que trataremos
en detalle mas adelante.

Es necesario subrayar que en el apartado de la lucha contra Fas-
ctola; no todo esta ya conseguido, aunque si es por el momento la mejor
forma de asegurar el control a corto plazo. Al considerar los problemas
planteados por la resistencia anti-Fasciola, que cada dia van ganando mas
importancia, se debe evitar lo que esta sucediendo con otros muchos
farmacos antihelminticos en el campo de los nematodos parasitos. En
este sentido, parece l6gico pensar que se debe continuar las investigacio-
nes acerca de los mecanismos de actuacion de distintos compuestos al
objeto de poder disponer de nuevos fasciolicidas con suficiente eficacia y
que permitan soslayar el riesgo de las resistencias.

Los fasciolicidas de uso mas o menos actual se pueden incluir en
varios grupos quimicos, con diferentes caracteristicas, que trataremos
sucintamente, para finalmente dedicar mas atencion al triclabendazol y su
estado actual.

Fenoles halogenados: entre cuyos representantes estan el bitio-
nol, hexaclorofeno, niclofolan, y nitroxinil. Ya hace tiempo que se sabe
que su eficacia se limita a las fases adultas, salvo el nitroxinil que tiene
cierta eficacia a partir de las 6 semanas. La accion la ejerce inhibiendo la
fosforilacion oxidativa del parasito; se ha demostrado que inhiben la
accion de la malatodeshidrogenasa y la succinil transferasa, dos enzimas
clave para que se produzca la sintesis de la ATP en medios aerobios, de

modo que se fuerza a que se haga de forma anaerébica. Inducen paralisis
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espasticas rapidas como se aprecia en estudios 7 vitre. Y llama la atencioén
especialmente los dafios que aparecen en la cuticula del parasito. Tam-
bién se ven afectados los testiculos, ovarios y células vitelinas, de modo

que se reduce drasticamente la capacidad de produccién de huevos
El bitionol sulféxido es un antiparasitario interno fasciolicida
derivado del bitionol. La eficacia del bitionol sulféxido contra adultos de
Fasciola es netamente superior a la del bitionol, pero a la dosis terapéutica
no controla los estadios inmaduros de F. hepatica. Es también eficaz
contra otros helmintos trematodos como Paramphistomum, Fascioloides
I magna 'y Fasciola  gigantica. Muestra también
eficacia  contra cestodos y  propiedades

HO CM antimicoticas y bacteriostaticas.

El nitroxinil es un fasciolicida altamente eficaz
GEH en el ganado bovino, ovino, caprino y potcino,
contra los adultos de F. hepatica, y tiene cierta eficacia contra estadios
inmaduros (mayores de 6 semanas), pero es ineficaz contra los estadios
juveniles (menos de 6 semanas) las duelas del estobmago (Parampbhistonum:
spp.) y otros trematodos. También actia contra varios helmintos nema-
todos como Bunostomum, Haemonchus, Oesophagostomum y Parafilaria, pero
no es eficaz ante los cestodos. El nitroxinil interfiere la fosforilacién
oxidativa, un proceso que tiene lugar en las mitocondrias de células en
animales y plantas. El nitroxinil tiene un efecto residual prolongado, por
eso su eliminacion del hospedador a través de las heces y la orina perdura
cerca de un mes, de modo que obliga a periodos de espera para el sacrifi-
cio de animales tratados sea de 30 dias y no esta aprobado para ganado

en lactacion.
Salicilanilinas: closantel, oxyclozanida, rafoxanida.

Su mecanismo de accién se centra en la interrupcién la fosforila-

cién oxidativa, comprobandose que estimulan un alto consumo de oxi-
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geno y al mismo tiempo incrementan mucho el gasto de glucégeno, con
lo que menguan su acumulo como reserva. La consecuencia ultima es la
disminucién de la sintesis de ATP y la paralisis espastica con notable
deterioro del tegumento externo del parasito.

Las salicilanilidas de uso en el ganado son fundamentalmente fas-
ciolicidas muy eficaces contra los adultos de F hepatica, pero con menor
actividad contra los estadios inmaduros y frente a otros helmintos.

I cl El closantel se muestra muy eficaz contra
@CONH -Ct estadios inmaduros (larvas de mas de 6
I” ‘oM semanas) y adultos de F. hepatica, ademas
de algunos nematodos (Bunostonum, Haemonchus, Oesophagostomum, Strongy-
loides, Trichostrongylus) y algunos parasitos externos, pero no contra Pa-
ramphistomum spp. Este compuesto se administra por via oral, muy a
menudo en mezclas con nematocidas de amplio espectro (benzimidazo-

les, levamisol, endectocidas, etc.).

ILa oxiclozanida tiene una eficacia ! i
limitada contra estadios inmaduros de @C“HZ: @CI
Fasciola hepatica y Paramphistonum spp. i =
La rafoxanida es también muy eficaz contra estadios

Cl OH HO o]

—_— inmaduros de F. hepatica (larvas de 6 semanas y mas)

=% o, asi como contra infecciones de Haemonchus. En
algunos paises la rafoxanida también esta disponible como bolo intraru-
minal.

Tanto la rafoxanida como el closantel pasan a la sangre y se unen
a proteinas plasmaticas. Su persistencia en el plasma sanguineo puede
explicar la excelente eficacia contra los estadios migratorios de las fascio-
las que estan en contacto con la sangre antes de alcanzar los conductos
biliares. Esta persistencia en el plasma sanguineo también explica su
prolongada accién residual contra Fasciola y Haemonchus que alcanzan

hasta los 60 dias.
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Hay algunas denuncias de resistencia de Haemonchus al closantel y
a la rafoxanida y también de Fasciola al closantel, en particular en ovinos.

Sulfonamidas: con el clorsulén se logran eficacias sobre los
adultos que superan el 90%. El mecanismo de accidon consiste en interfe-
rir la glucolisis mediante su accion sobre enzimas importantes del proce-
so como la 3-fosfoglicerato-kinasa y la fosfogliceromutasa. Las fasciolas
obtienen energfa por la via de la glucolisis esencialmente, de modo que al
interrumpirse ésta, sufren paralisis general y necrosis importante de las
células digestivas. También se produce una caida acentuada de la produc-
ci6n de huevos al estar afectado el opérculo.

El clorsuléon es un derivado

CLC=CIC NH,

sulfonamidico muy wusado como an-
tiparasitario interno fasciolicida de bovinos — H;N0,S SO,NH,
y ovinos. Es muy eficaz contra los adultos de Fasciola y sélo parcialmente
para los estadios inmaduros, y también actia contra otros trematodos
como Fascioloides magna y Fasciola gigantica. El clorsulén es un antiparasita-
rio interno antihelmintico fasciolicida que se utiliza sobre todo mezclado
con la ivermectina, para dotarle de la eficacia fasciolicida que carece la

ivermectina.

Benzimidazoles: albendazol y triclabendazol

El albendazol es el antiparasitario interno antihelmintico con ma-
yor espectro de accidn, pues, a la dosis terapéutica resulta eficaz contra
nematodos gastrointestinales y pulmonares, incluidas larvas inhibidas de
varias especies, asi como contra numerosos cestodos y trematodos (Fas-
ciola hepatica 'y Fascioloides magna). Una vez administrado, el albendazol se
metaboliza al albendazol-sulféxido que también tiene buena actividad
antihelmintica, al contrario de lo que sucede con otros benzimidazoles
cuyos metabolitos son inactivos. El albendazol se autorizé para su apli-

cacion en seres humanos en 1987. Ademas de inhibir la polimerizacién
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de la tubulina en los helmintos, el albendazol inhibe también la enzima
fumarato-reductasa especifica de los helmintos y que reduce el glucoge-
no, lo que causa la muerte del parasito por inanicién. El albendazol es el
benzimidazol mas empleado en productos genéricos. Lamentablemente
los problemas de resistencia en los nematodos gastrointestinales estan ya

muy extendidas en numerosos paises.

Actividad del triclabendazol.

Los resultados del tratamiento con el triclabendazol, un com-
puesto bencimidazol utilizado en la practica veterinaria desde 1983 y en
los seres humanos desde 1989, indican que es un farmaco de eleccién
contra la fasciolosis. Su actividad es alta frente a parasitos adultos locali-
zados en los conductos biliares, pero también contra los estadios inma-
duros que migran hacia el higado, desde las 2-4 primeras semanas
postinfeccion.

El triclabendazol tiene una estructura quimica bastante inusual
para ser un derivado bencimidazol (Fig. 17), que lo diferencia bien de-
ntro del grupo, puesto que tiene atomos de cloro y un grupo tiometilo y
sin carbamato. Es curioso que su actividad también resulte peculiar, pues
mientras que el resto de los bencimidazoles tiene amplia actividad frente
a los nematodos y muy escasa o marginal ante los trematodos, el tricla-
bendazol muestra una actividad muy reducida frente a los nematodos.

Sus mecanismos de acciéon se centran en la uniéon de la beta-
tubulina y colchicina, de modo que produce despolimerizacion de los
microtdbulos citoplasmicos, para cuya formacién son necesarias dichas
enzimas. El triclabendozal actia preferentemente a través de sus metabo-
litos activos como el sulféxido cuya accién destructiva es muy rapida.
Esto causa la ruptura de células intestinales del parasito y la pérdida de su
funcién. Se produce un acimulo de sustancias secretoras y la liberacion

de enzimas proteoliticas en el aparato de Golchi de las células del parasi-
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to, que determinan disminucién de absorciéon de glucosa y el agotamien-
to de los depositos de glucogeno, asi como una autolisis de las células

intestinales lo que causa la muerte rapida del parasito.

Fig. 17.- Vias metabolicas del TCBZ y estructura quimica de sus metaboli-
tos (Halferty er al, 2008).
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Da lugar también a la inhibicién de la mitosis en las células es-
permatogénicas del testiculo de Fasciola, de forma que igual que sucede
con el albendazol, actia degenerando los 6rganos reproductores, afec-
tando gravemente las células vitelinas y la consiguiente formacioén y via-
bilidad de los huevos, inhibiendo asi drasticamente la oviposicion.

Un analisis por cromatograffa en fase liquida de alta resolucion,
sirvié para la determinacion cuantitativa del triclabendazol y sus metabo-
litos, sulfo-hidroxi-sulfona, en F. hepatica.

Los estudios revelan que tanto el Tcbz como sus metabolitos in-
ducen una gradual supresiéon de la movilidad. Como mencionamos, la
accion de los bencimidazoles se relacioné siempre con alteraciones y

dafos en las células intestinales, con el resultado de la pérdida de los
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microtdbulos citoplasmaticos sobre el tegumento de los parasitos (Jas-
mer et al., 2000).

Cuando se investigaron los cambios ultraestructurales del tegu-
mento de adulto F. hepatica después del tratamiento con Tcbz y su meta-
bolito sulféxido en condiciones 7z vitro e in vivo, se observaron lesiones
tegumentarias en fasciolas adultas que aumentaron progresivamente con
el tiempo de tratamiento; los cambios fueron similares en los ejemplares
procedentes de experiencias zz vitro o in vivo. A las 96 horas post-
tratamiento todas las fasciolas se hallaban muertas y casi desprovistas
totalmente de su revestimiento tegumentario y con lesiones muy profun-
das en tejidos internos.

Es evidente que el tegumento de F. hepatica es sumamente sus-
ceptible a los metabolitos del Tcbz. Y las alteraciones tegumentarias
como las que se aprecian en las imagenes mediante el microscopio de alta
resolucion, como son la pérdida de las espinas, aplanamiento y destruc-
ciéon de gran parte de la superficie del tegumento, desprendimiento del
tegumento alrededor de la ventosa oral, etc., se parecen a las halladas
también tras la accion de otros fasciolicidas, mostrando que este tejido es
una de las dianas de los metabolitos del Tcbz.

Muchas de las caracteristicas morfoldgicas de los trastornos ob-
servados 7z vive se han encontrado en experimentos realizados 7 vitro con
un modelo de ratas de laboratorio. Se esperaba con este estudio hacer el
seguimiento de la accion progresiva entre las 48-96 horas postratamiento
con Tcbz. Los datos se obtuvieron con el microscopio electrénico de
barrido (SEM) centrado en las observaciones de los cambios en la super-
ficie de la fasciolas juveniles. El examen de los cambios tegumento es
importante porque el tegumento es la interfaz entre las fasciolas y en
ambiente en el hospedador, y es la principal via por la que los metaboli-

tos Tcbz entran y actian en la fasciola y por tanto esta cubierta juega un
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papel esencial en la proteccién de Fasciola contra las respuestas inmunita-
rias y ante la acciéon antihelmintica.

En la fotograffa por microscopia electronica de barrido de un
ejemplar de Fasciola hepatica de 4 semanas de edad (Fig. 18), a las 96 horas
después de tratamiento con 10 mg / kg de triclabendazol. Supetficie
dorsal de la fasciola con el tegumento desprendido y se ve la lamina
basal. En el recuadro (i) se corresponde a la region de la ventosa oral con
los poros (indicados por la flecha) se pueden ver en la lamina basal: re-
presentan canales formados por las conexiones de las células del tegu-
mento. El recuadro (i) muestra una lesiéon en la region de la mitad del
cuerpo. El parénquima (P) expuesto por debajo de la lamina basal (BL) y
hay una capa lisa (indicadas con flechas) que rodea la lesién. Cuadro (iii)
corresponde a la zona que rodea el poro excretor (PE). El tegumento se
ve completamente desprendido, dejando al descubierto la ldmina basal
(BL). Hay numerosas vesiculas (indicadas con flechas) en todo el borde

del poro.

Fig. 18.- Microfotografias con ME de barrido de F. hepatica de 4 semanas de
edad, 96 horas después del tratamiento con 10 mg / kg de triclaben-
dazol (Halferty et al., 2008).

En resumen, el estudio ha establecido que Tcbz mata a la gran

mayorfa de las fasciolas juveniles en el ganado ovino el plazo de 3 dias y
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todas a los 4 dfas posteriores al tratamiento. El nivel de las alteraciones
que provoca en la superficie de las fasciolas se intensificé con el paso de
las horas, y culminé con la pérdida total del sincitio tegumentario y lesio-
nes mas profundas en la ldimina basal. Se piensa que la interrupcién de
los procesos de transporte en el tegumento lleva a un intenso dafio pro-
gresivo de la superficie tegumentaria, lo que conllevé finalmente la
pérdida total del tegumento.

El uso continuado durante todos estos afios del triclabendazol
por su excelente eficacia como fasciolicida, ha desembocado en el pro-
blema que representa la aparicién de resistencias, lo que se puede tradu-
cir en graves contratiempos al limitar sus posibilidades. Se han hecho
investigaciones en los ultimos afios para tratar de identificar nuevos
compuestos con actividad contra fasciolas que influyan sobre todas las
etapas de desarrollo, pero por el momento son infructuosos. También
hay un creciente interés en estudiar el uso de combinaciones sinérgicas
de farmacos, como por ejemplo Tcbz + clorsuléon y Tcbz + luxabenda-
zole, tratando de comprobar la validez del argumento de que el empleo
de dos mecanismos de accién puede retardar el desarrollo de resistencia a
los farmacos utilizados.

Recientemente en Barcelona tuvo lugar una reunién internacional
de expertos sobre el control sostenible de los parasitos, que se hizo am-
plio eco de los problemas que suponen las resistencias antihelminticas,
en la que también se incluyé una actualizacion del estado de la resistencia
a los antihelminticos para el caso de Fasciola. Se concluy6é que el uso
intensivo, incorrecto e indiscriminado de muchos estos antiparasitarios,
ha acabado por provocar fenémenos de resistencia que no cesan de
crecer y que causan la légica alarma por los serios problemas que puede
llegar a plantearse, entre los que se encuadran también los relativos al
tratamiento de la fasciolosis animal y humana, y muy especialmente con

triclabendazol.
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15.- DESARROLLO DE RESISTENCIAS ANTIPARASITARIAS.
DETECCION Y POSIBLES SOLUCIONES.

Cada dfa son mas numerosos los estudios sobre resistencias a
fasciolicidas. La bibliografia existente recoge basicamente casos de resis-
tencia de F. hepatica al triclabendazol que es uno de los fasciolicidas mas
utilizado por su eficacia tanto contra todos los estadios. También hay
denuncias de resistencia a la rafoxanida y al closantel en ovinos, dos
representantes de la familia de las salicilanilidas, tal vez con resistencia
cruzada al nitroxinil, un fenol halogenado, si bien no parece que esté
muy extendida.

La resistencia se presenta cuando una parte de la poblacién para-
sita se hace tolerante a las dosis terapéuticas habituales de un antihelmin-
tico que por el contrario si es eficaz ante otras poblaciones del mismo
parasito. Se sabe que es un fenémeno de base genética, de tal modo que
la presencia de determinados genes predispone a la posibilidad de resis-
tencias incluso antes del tratamiento. De este modo, con el propio trata-
miento antihelmintico se va favoreciendo la aparicién de resistencia
cuando al tratar una poblacién parasita, en la que hay un porcentaje
pequeno de parasitos preadaptados a la resistencia, ésta permanece y
aumenta su representacion sobre el total, puesto que los tratamientos
sucesivos van eliminando sdlo los individuos sensibles y conservando los
resistentes.

Los fallos terapéuticos se producen, fundamentalmente, por los
tratamientos rutinarios con los mismos productos (o pertenecientes a las
mismas familias); asi como con el uso de farmacos similares frente a
distintos tipos de parasitos o al utilizar dosis incorrectas que en ocasiones
da lugar a verdaderas subdosificaciones.

Se constata que son varios los factores que contribuyen notable-

mente a la apariciéon de resistencias, entre los que habria que destacar las
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desparasitaciones excesivamente frecuentes o en épocas inadecuadas, la
subdosificacién, la no alternancia de farmacos fasciolicidas con meca-
nismos de acciéon diferentes, las propias lesiones patoldgicas inducidas
por las fasciolas que alteran la farmacocinética tras los tratamientos y que
impiden alcanzar los niveles correctos de los metabolitos activos en
sangre.

El primer caso de resistencias a los antihelminticos de nematodos
gastrointestinales se denuncio ya en 1957: se trataba de un caso de resis-
tencia de Haemonchus contortus a la fenotiazina en los EEUU. Hoy en dia,
la resistencia de los helmintos parasitos del ganado a los antiparasitarios
antihelminticos esta muy extendida y es un problema muy preocupante
en ovinos y caprinos y también en vacuno en los principales paises pro-
ductores de lanares como por ejemplo, Australia, Inglaterra, Nueva Ze-
landa y, entre los de América Latina, Argentina, Brasil, Paraguay e
Uruguay.

La resistencia de los nematodos gastrointestinales a los antiparasi-
tarios afecta sobre todo a los antihelminticos de amplio espectro mas
empleados en el ganado, es decir a los bencimidazoles (albendazol, ox-
fendazol, fenbendazol, etc.), al levamisol y a los endectocidas, doramec-
tina, moxidectina, etc. los mecanismos de resistencia a estos
antihelminticos responden a diversos tipos y no se han aclarado en deta-
lle en todos los casos.

Cuando una poblacion de parasitos desarrolla resistencia a un an-
tiparasitario, casi siempre ocurre que, al mismo tiempo, se vuelve mas o
menos resistente a otros compuestos parasiticidas del mismo grupo
quimico. Este fenémeno se denomina resistencia cruzada, que puede
responder a varias causas y sobre todo se presenta en compuestos de un

determinado grupo que suelen tener el mismo mecanismo de accién

sobre el parasito.
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Hay ya numerosos casos descritos de resistencia de Fasciola a va-
rios fasciolicidas entre los que se encuentra el triclabendazol, lo que
empieza a ser problematico sobre todo para los ovinos y bovinos, puesto
que el Tcbz es uno de los fasciolicidas mas utilizado por su alta eficacia.
En este sentido, la resistencia mostrada al triclabendazol es normalmente
de tipo cruzado al coincidir con la resistencia al albendazol.

La situacién es especialmente preocupante puesto que en nume-
rosas regiones himedas la prevalencia de Fasciola es muy alta y practica-
mente todo el ganado se ve afectado y en estas regiones puede afirmarse
que, en las ultimas décadas y en gran medida gracias al triclabendazol, se
logré controlar parcialmente el problema de la fasciolosis. Como es
sabido, el triclabendazol es el tnico fasciolicida que actda tanto contra
los adultos como frente a practicamente todos los estadios inmaduros en
el hospedador, y esto es especialmente importante ya que el dafio mayor
lo causan los estadios juveniles.

La resistencia de F. hepatica al triclabendazol se ha citado en di-
versos paises; se detectd por primera vez en Australia y desde entonces
se ha denunciado reiteradamente en Irlanda, Escocia, Pais de Gales,
Paises Bajos y mas recientemente en Espafia (donde se han sefialado
resistencias al triclabendazol y al albendazol).

Se ha estudiado la eficacia de diversos farmacos antihelminticos
contra F. hepatica que sea triclabendazol resistente y se ha demostrado
que, por ejemplo el closantel, nitroxinil, oxiclozanida y el clorsulén son
eficaces contra adultos de Fasciola triclabendazol-resistentes. Es esperable
predecir que también aparezcan casos de fasciolas resistentes en otros
paises con gran tradicion en explotaciéon ovina y bovina, especialmente
en América Latina, y que s6lo sea una cuestion de tiempo.

No se han determinado aun en toda su profundidad los meca-
nismos de resistencia en F. hepatica ante el triclabendazol, pero los estu-

dios mas actuales apuntan a cambios en la estructura de la tubulina en los
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individuos resistentes lo que hace que el triclabendazol no actae sobre
ella como lo hace en los individuos susceptibles. Por tanto, uno de los
mecanismos propuesto es el de mutaciones de la tubulina, de modo
similar a lo que sucede en otros bencimidazoles. Una aportaciéon impot-
tante en este sentido es que la actividad metabdlica de los aislados Tcbz-
resistentes se incremento6 hasta casi el 39% respecto de las cepas Tcbz-
sensibles. En este punto se ha demostrado que intervienen la flavin mo-
nooxigenasa y el citocromo P-450, como responsables principales de la
metabolizacién de los bencimidazoles hasta dar lugar al principal meta-

bolito activo que es el sulféxido (Fairweather, 2010) (Fig. 19).

Fig. 19.- La actividad metabolica de un aislado TCBZ resistente supera en
un 39 % al TCBZ sensible.
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Se ha comprobado también que la concentraciéon del farmaco
Tcbz y el metabolito sulféxido recuperado en los ejemplares de fasciolas
resistentes es significativamente menor respecto de las sensibles (Fig. 20).
Asimismo es interesante la funcién que podria desempenar la gli-

coproteina-P en la resistencia al Tcbz. Esta glicoproteina interviene en la
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unién de la ATP  que actia como bomba transportadora del farmaco
fuera de las células. La sobreactuacion de esta glicoproteina (gpP) se
relaciona también con la presentacion de resistencias antihelminticas en
otros nematodos parasitos. Pues bien, en estudios recientes se ha con-
cluido que la ivermectina (lactona macrociclica de uso muy extendido)
que tiene la capacidad de inhibir la glicoproteina-P, es capaz también de

incrementar la biodisponibilidad de los metabolitos del Tcbz en ovinos.

Fig. 20.- TCBZ tecuperado de aislados sensibles (S) y resistentes (R) de F.
hepatica (Fairweather, 2010)
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En este caso los resultados han demostrado 7z vitro una interac-
cién farmacocinética muy interesante, puesto que la ivermectina influye
sobre la actividad del Tcbz y de su metabolito principal sobre F. hepatica,
llegando a mejorarla hasta el 60%, tal como se ha comprobado en expe-
riencias con cepas resistentes (Fig. 21). Probablemente este sea un cami-

no que ayudara a ir reduciendo la incidencia del fenémeno de la
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resistencia a los antiparasitarios y del triclabendazol en particular (Mottier
et al., 2000).

La resistencia de la duela del higado al triclabendazol en ovinos
es especialmente problematica porque el dafio que causa en ellos es nor-
malmente mas pronunciado que en los bovinos. También lo es porque
en numerosas regiones humedas, la prevalencia de Fasciola es elevada y
practicamente todo el ganado se ve afectado; esto es lo que sucede por
ejemplo en casi toda Irlanda, o en gran parte del norte de Espafia. En
estas zonas puede afirmarse que, en gran medida, gracias al triclabenda-
zol se logré aminorar y hasta resolver el problema de la fasciolosis en el

transcurso de las tltimas décadas.

Fig. 21.- Concentracion de TBCZ en aislados resistentes (R) de F. hepatica.
Efecto de la combinaciéon del TCBZ con Ivermectina (Mottier et al,

2006).
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La determinacién de la resistencia de F. hepatica al triclabendazol,
o a otros fasciolicidas, es tanto o mas compleja que la que ocurre con los
nematodos gastrointestinales frente a los nematocidas. En efecto, es
necesario realizar tratamientos de prueba en el ganado 7 vivo, seguidos de
tomas de muestras de los excrementos y de recuentos de huevos por las
técnicas habituales de laboratorio. En el caso de F. hepatica se complica
aun mas porque la liberacion de huevos en las heces se produce de modo
intermitente, y la ausencia de huevos en una muestra fecal no necesaria-

mente es signo demostrativo de eficacia.

Sin embargo, la verdadera magnitud de la resistencia de F. hepatica
al triclabendazol y a otros antihelminticos, todavia no esta bien estableci-
da. La resistencia por lo general se define 7z vivo por una reduccion en la
eficacia esperada de un fasciolicida. La eficacia de un antihelmintico
puede determinarse mediante dos métodos, un ensayo controlado de
eficacia antihelmintica, que implica el examen de la carga parasitaria
después de la administracién y por lo tanto requiere sacrificar los anima-
les o mediante la prueba de reduccién de huevos fecales tras la adminis-
tracioén del tratamiento.

La eficacia de la droga se calcula, con una férmula matematica, y
se expresa como el porcentaje de reduccion de huevos fecales. Estos
calculos necesitan de un grupo control y se basan en valorar la eficacia de
un antihelmintico mediante la comparacién del recuento de huevos que
eliminan los animales antes y después de un tratamiento. Si con cualquie-
ra de estos métodos (RCH o ensayo controlado de la eficacia antthelmin-
tica), se obtiene una eficacia menor de la esperada para el antihelmintico,
puede tomarse como indicio de sospecha de resistencia. Si bien las nor-
mas para la declaracion de la resistencia en F. hepatica no han sido estan-
darizadas, si se han propuesto varios métodos para detectar la resistencia

de F. hepatica a los antihelminticos.
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El triclabendazol se emplea generalmente para tratar la fasciolo-
sis, por su conocido amplio espectro de accién contra trematodos inclu-
so desde el primer dfa postinfecciéon (Boray, 1982). Sin embargo, no hay
ninguna prueba estandarizada para medir la eficacia Tcbz y los numero-
sos informes de la resistencia de sospechas de F. hepatica a este farmaco
subraya la necesidad de validacion de algin método. A través del recuen-
to fecal de huevos, que es una prueba estandar de reduccion para evaluar
la eficacia de los antihelminticos en el caso de infecciones por nemato-
dos, se puede estimar la disminucién porcentual de huevos fecales tras el
tratamiento. Se trata de la comparaciéon del nimero de huevos elimina-
dos en heces antes y después del tratamiento. Una reduccién igual o
superior al 95% indica que el tratamiento ha sido exitoso; no obstante,
hay cierta desconfianza sobre este método, por ejemplo, si los muestreos
individuales o en conjunto modificarian su utilidad.

También se plantea qué tipo de analisis se debe utilizar, sedimen-
taciéon o flotacidn; asi como establecer el mejor momento después del
tratamiento para el muestreo o incluso la particularidad de que se alma-
cenan huevos en la vesicula biliar y la eliminacién hacia el intestino no
siempre es regular y/o puede dat lugar a fluctuaciones en la eliminacién
fecal; y no es despreciable tampoco el posible efecto de enmascaramien-
to que introducen las variaciones individuales o la ausencia de huevos
cuando hay fases de fasciolas inmaduras.

Se puede recurrir también a las pruebas de eclosion de huevos 7
vitro, mediante las denominadas dosis discriminantes de metabolito de
Tcbz, se pueden comparar las respuestas de aislados de Fasciola resisten-
tes o susceptibles e incluso investigar que sucede con aislados de F. hepa-
tica desconocidos. Es una practica generalizada debido a su sencillez y
aplicabilidad a todos los antthelminticos. Sin embargo, para el caso de
Fasciola, las pruebas de reduccion de huevos fecales tienen algunas limita-

ciones como marcadores de diagndstico, puesto que, por ejemplo, no se
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producen ni eliminan huevos cuando sélo hay fases inmaduras de F.
hepatica, la eliminaciéon no se produce de modo regular y existe la posibi-
lidad de hacer recuentos falsos de eliminaciéon de huevos después del
tratamiento, debido a su liberaciéon de modo intermitente desde su lugar
de almacén en la vesicula biliar.

Se ha demostrado que la determinaciéon de coproantigenos puede
ser valida como marcador de la eficacia del Tcbz, por ejemplo en un
ensayo experimental con ovejas, en el que la mayoria de los animales
infectados con F. hepatica tenian niveles negativos de coproantigenos en
la primera semana postratamiento. Por eso se ha tratado de estandarizar
un ensayo con ovejas basado en la reduccién de coproantigenos para
establecer un protocolo que sirva para detectar estados de resistencia de
F. hepatica a triclabendazol. Para esta prueba se dispone del test ELISA
comercializado de coproantigenos de Fasciola BIO K201 (Bio-X de dia-
gnostico, Jemelle, Bélgica) para valorar los coproantigenos de F. hepati-
ca. Bl test comercial BIO K201 ELISA se basa en la alta sensibilidad que
poseen los anticuerpos monoclonales, incluso con pequefias dosis de
metacercarias (5, 10, 20 y 40) de F. hepatica. Este método tiene un 100%
de sensibilidad y detecta incluso infecciones por 1 6 2 fasciolas en ovinos
y bovinos, respectivamente. El trabajo inicial tuvo como objetivo con-
firmar la sensibilidad de la BIO K201 ELISA para la infeccién por Fas-
ciola e investigar si la deteccién de coproantigenos representan un
marcador fiable de reduccion de la eficacia del Tcbz.

El antigeno utilizado es basicamente una catepsina que se elimina
en los conductos biliares y posteriormente se libera hacia el intestino.
Tiene la particularidad de que permite identificar la infeccién muy pron-
to. Un posible inconveniente es la inactivacion durante el almacenamien-
to y retencion de las fasciolas muertas en la vesicula biliar. Este antigeno
puede localizarse facilmente en el intestino e incluso en células intestina-

les de fasciolas muertas.

145



Fig. 22.- Cinética de coproantigenos en ovejas infectadas con metacercarias
sensibles y resistentes al Tcbz (Fairweather, 2010).
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Cuando se infectaron ovejas experimentalmente con metacerca-
rias de F. hepatica, que habian sido aisladas en condiciones conocidas,
unas pertenecian a la cepa sensible a la acciéon Tcbz llamada “Cullomp-
ton”, y otras con una cepa resistente, denominada “Sligo” y se realiz6 la

necropsia para confirmar la eficacia del tratamiento y se demostrd que el
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test BIO K201 ELISA era sensible para los coproantigenos de Fasciola,
pudiendo detectarlos a partir del dia 5 postinfecciéon en adelante. Una
prueba de la idoneidad que representan los coproantigenos como marca-
dor diagnéstico de la eficacia Tcbz se basé en la ausencia o la presencia
de coproantigenos ante infecciones con F. hepatica de las cepas Cullomp-
ton (Tcbz-sensible) y Sligo (Tcbz-resistente). En la grafica 22 se pueden
ver los resultados de ambas cepas (aislados resistente y sensible) median-
te el ELISA a los 30 dias después del tratamiento; se observa el drastico
cambio en los dos casos, puesto que el test de reduccion fecal de antige-
nos en un periodo de una semana es suficiente para detectar esa reduc-
ci6on cuando las cepas son sensibles y lo contrario en los aislados
resistentes.De otra parte, los resultados del estudio sugieren que tempe-
raturas bajas o moderadas de conservacion del material fecal, no tienen
ningin problema sobre la estabilidad de coproantigenos, pero las tempe-
raturas altas pueden repercutir muy desfavorablemente. Por tanto deben
almacenarse las muestras correctamente para no dar lugar a falsos resul-
tados.

Ademas, se hizo un estudio inmunocitoquimico con el fin de de-

terminar en  Fascola donde  se
originaban los coproantigenos. Con un
sistema de inmunomarcado utilizando
los coproantigenos, se demostrd que el
lugar especifico eran las células

intestinales de los adultos y juveniles de

Fasciola. En la figura 23 se observa la

r . "-._.;'? !'I . .., . . .
& %;g-@&\j disposicion en células intestinales de F.

Fig. 23.-. Distribucién de coproantigenos /9610175” de depéSitOS de Copfoaﬁtl,geﬂos.

marcados con peroxidasa, especialmente

localizad 1 élul trodermal. ] A ot : 2 o1
Iocalizados en 1as, éluias gastrodermal El diagnéstico histopatoldgico
tegumento, VF, foliculo vitelino

(Fairweather, 2010). también se ha utlizado para

comprender mejor los estudios de resistencia. Los resultados son facil-
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mente cuantificables (Hanna ez 4/, 2010) y mas rapidos respecto de otras
técnicas citadas y puede ayudar al diagnostico de casos potenciales de
resistencia en condiciones de campo. Se utilizan como indices preferen-
temente las alteraciones en tejidos de testiculos, foliculos vitelinos y
glandula de Mehlis, observados con microscopio 6ptico o electronico. Y
también se recutrre a ensayos inmunocitoquimicos en secciones de estos
tejidos con el fin de localizar el antigeno-endonucleasa o el recuento de
células de apoptosicas.

Igualmente se recurre a la biologia molecular y la microscopia
electrénica, y se ha examinado, por ejemplo, el tegumento de ejemplares
sensibles y resistentes de F. hepatica tras su exposicion al metabolito
sulfoxido del triclabendazol, habiéndose observado diferencias resefia-

bles entre ambos.

15.1.- Manejo de la resistencia de F. hepatica al triclabenda-
zol.

Ante la falta de perspectiva sobre la comercializaciéon de nuevos
fasciolicidas en un futuro inmediato, es necesario hacer frente al desarro-
llo de resistencias; para evitarlas debe combinarse el diagndstico tempra-
no con la rotacién adecuada de antihelminticos, dosificaciones correctas
y una gestion integral que contemple la actuacion frente a los hospeda-
dores intermediarios y el control de los pastos. Otras alternativas que
estan siendo estudiadas desde la busqueda de animales resistentes a la
infeccién y en particular el desarrollo de vacunas frente a F. hepatica.

Aunque no son tan eficaces contra los estadios juveniles de Fas-
ciola como el triclabendazol, en la mayoria de lugares existen suficientes
alternativas entre los fasciolicidas si el triclabendazol falla: representados
por varias salicilanilidas como el closantel, rafoxanida, corsulén, nitroxi-

nil, oxiclozanida, etc.
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No obstante, como sucede con los nematodos gastrointestinales,
ademas de un cambio del producto una vez confirmada o sospechada la
resistencia, es tanto mas urgente para el productor abandonar la actitud
de apoyarse casi exclusivamente en el uso mas o menos masivo e indis-
criminado del triclabendazol o de otros fasciolicidas. En su lugar debe
introducir la filosoffa y los métodos del manejo integrado de parasitos.
En el caso de las infecciones de F. hepatica y otros trematodos parasitos
internos del ganado hay diversas medidas preventivas del desarrollo de
las poblaciones de las formas infectantes en los pastos y para la protec-
cién del ganado que es imperativo considerar cualquier productor, mas
todavia el que se debe enfrentar con un problema de resistencia.

La solucién correcta nunca es aumentar la dosis o tratar mas fre-
cuentemente al ganado; con esto dltimo, que suele ser frecuente, sélo se
logra acelerar el desarrollo de la resistencia y reforzarla. Ademas puede
ser dafiino para el ganado o los trabajadores, puede provocar residuos
excesivos e ilegales en carne, leche y lana que son capaces de originar
problemas comerciales en la exportaciéon de estos productos. Si, por
cualquier causa fuera necesario aumentar la dosis, es mejor realizar dos
aplicaciones con un intervalo de 12 a 24 horas a las dosis recomendadas.
El riesgo de problemas de tolerancia del ganado es menor, y en algunos
casos la eficacia de aplicacion de dos dosis normales repetidas es mayor
que la dosis doble en una aplicacién.

En general, y para los ectoparasitos que tipicamente tienen pro-
blemas de resistencia, una vez surgida la resistencia a una clase quimica
en una propiedad, salvo muy pocas excepciones, la Gnica solucion realista
es cambiar a un producto con otro mecanismo de acciéon. Al mismo
tiempo es imprescindible aplicar todas las medidas preventivas y de con-
trol no quimico disponibles para cada parasito siempre que no supongan
el empleo de inversiones excesivas. En el fondo se trata de aplicar el

manejo del control integrado de plagas y de abandonar definitivamente la

149



actitud de restringir el control de un parasito a la aplicacién exclusiva de
antiparasitarios.

De forma paralela a lo que sucede con antihelminticos frente a
nematodos y otros grupos de parasitos, también en el caso de los fascio-
licidas empieza a denunciarse el problema de que cuando una poblacién
de parasitos se ha hecho resistente a un antiparasitario, hasta el punto
que el producto ya no ofrece un control suficiente, de ordinario es dema-
siado tarde para “salvar” el producto (muy probablemente el grupo qui-
mico al que pertenece), pero no es demasiado tarde para resolver el
problema del parasito, aunque puede ser dificil por exigir algunos cam-
bios de manejo de la explotacion.

Si ha surgido ya resistencia o hay seria sospecha, es necesatrio
cambiar a un producto con un mecanismo de acciéon diferente al que
causo la resistencia.

Una alternativa a las estrategias de control consiste en alternar el
uso por ejemplo de closantel y nitroxinil, pero sélo es posible por su
actividad frente a los adultos de Fasciola. Las combinaciones de farmacos
se pueden usar de dos modos, actuar sobre la farmacocinética de los
farmacos con inhibidores selectivos, en vistas a aumentar su biodisponi-
bilidad o también, combinando diferentes actividades por ejemplo: Tcbz
e ivermectina, o nitroxinil, clorsulon e ivermectina, T'cbz moxidectina o
Tcbz y abamectina. Ya se menciond la interaccioén positiva de la mezcla
Tcbz e ivermectina.

Ahora bien, si la poblacién de parasitos era ya resistente a una
familia quimica y, ademas, se desarrolla resistencia a otra diferente, es
decir, se vuelve multiresistente, la cuestion empieza a ser mucho mas
delicada, pues el numero de compuestos quimicos con mecanismos de
accion diferente es limitado.

En estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion

de la USC hemos advertido que aunque se empleen farmacos eficaces
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como el Tcbz, si los animales contindan en los mismos pastos en los que
haya metacercarias, al cabo del tiempo vuelven a eliminar huevos, como
consecuencia de las posibles reinfecciones (Sanchez-Andrade ez al., 2000,
2001a, 2001b, 2002).

Se demostrd que para evaluar la accién de los fasciolicidas, aparte
de los métodos clasicos directos, son muy aconsejables procedimientos a
base de técnicas inmunoenzimaticas como ELISA doble para estudiar las
variaciones de antigenos séricos y también como mencionamos ante-
riormente coproantigenos para lo que se puede utilizar proteinas recom-
binantes.

Respecto de los estudios con cepas resistentes de Fasciola, los ex-
pertos concluyen que se debe determinar con mayor exactitud la situa-
ciéon actual, puesto que la informacién sobre la sensibilidad a los
farmacos de los aislados de Fasciola es bastante incompleta. Afirman
asimismo que hay pocos aislados de F. hepatica disponibles para los estu-
dios y que los disponibles hoy proceden de hace ya unos afios. Para
analizar la situaciéon de la resistencia con ciertas garantias se necesita
disponer de mas aislados de Fasciola y conservarlos de manera adecuada.
La situacién en este sentido deberfa mejorar notablemente para saber
primero qué aislados existen, y cuales deberfan preservarse. Ademas,
cuando haya nuevos aislamientos sospechosos, deben poder ser someti-
dos a un cuidadoso examen para establecer, mediante las pruebas ade-
cuadas, la forma en que responden a los diferentes fasciolicidas. No
obstante, es posible que una de las razones de esta situacion de desin-
formacion es la particular dificultad que se presenta para el mantenimien-
to correcto del ciclo de F. hepatica, puesto que es bastante complejo e
incluye la fase de multiplicacién asexual en el caracol hospedador inter-
mediario. Esto no sucede en el caso de los nematodos sospechosos de

ser resistentes, porque para esos parasitos es muy facil almacenar grandes
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cantidades de larvas infectantes practicamente idénticas, por ejemplo, en
nitrégeno liquido y utilizarlas después en las determinaciones.

Se llama la atencién también sobre estos problemas relacionados
con Fasciola en el sentido de que ha de tenerse mas cuidado con la infor-
macién que se ofrece, y se advierte que lo mas correcto es incluir como
casi una rutina la informacién detallada de los estudios y en qué condi-
ciones se hacen asi como conservar los aislados sospechosos o confir-
mados de resistencia, al igual que se hace con las investigaciones sobre

resistencias antihelminticas de los grupos de nematodos.

15.2.- Residuos antiparasitarios.

La determinacién de los residuos de antiparasitarios en un ali-
mento de origen animal (carne, leche, huevos, etc.) para que no haya
riesgo para la salud del consumidor, es un proceso complejo que exige
estudios largos y muy costosos por parte de los laboratorios de analisis
quimicos.

Sucede que al aplicar un antiparasitario a un animal, como ocurre
con los fasciolicidas, la sustancia activa penetra en su organismo vy, a
través de la sangre, llega en proporciéon variable a los musculos, la grasa y
a otros 6rganos (higado, rifiones, etc.). El efecto del metabolismo hace
que la sustancia activa se descompone mas o menos en metabolitos, que
a su vez pueden resultar igual de nocivas que aquella. Esto se ve clara-
mente en el caso del Tcbz y sus principales metabolitos.

Para cada sustancia activa, los laboratorios deben determinar qué
cantidades de sustancia y de sus metabolitos principales se encuentran en
los tejidos del animal (musculo, grasa, higado, etc.) tras la administracién
del producto. Ademas, cada sustancia activa o sus metabolitos, se con-
centran con preferencia mas en unos 6rganos que en otros, por tanto

siempre se hacen estudios para aclarar en qué metabolitos se descompo-
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ne y donde se encuentran en cada momento. Es decir hay que determi-
nar qué residuos se generan y en qué 6rganos predominan. Apoyandose
en los datos presentados por los laboratorios, y siguiendo criterios intet-
nacionalmente reconocidos, las autoridades de registro determinan los
niveles de residuos aceptables y calculan los periodos de espera que
deben respetarse a continuacion del tratamiento y antes del sacrificio del
animal, para que los residuos de las partes consumibles no superen los
niveles minimos.

El calculo de los residuos aceptables de un farmaco en un tejido
concreto (carne, higado, rifién, leche, etc.) se basa en una serie de para-
metros fundamentales. Uno es el NOEL (del inglés “No Observed Ef-
fect Level”), que es el nivel sin efecto observable, es decir, la
concentracién mas alta de la sustancia activa que, administrada a anima-
les de laboratorio y en comparacion con animales de control no tratados,
no ha producido efectos negativos en las pruebas toxicologicas. Se ex-
presa en miligramos/kg de peso corporal.

Dividiendo el NOEL por 100 se determina el “ADI” (del inglés
“Acceptable Daily Intake”) que es la ingesta maxima admisible o la can-
tidad maxima total de la sustancia activa que se puede ingerir sin que se
produzcan efectos nocivos a largo plazo. El ADI se expresa en miligra-
mos/kg/dia.

A partir del ADI se calcula el “TDI” (del inglés “Tolerable Daily
Intake”) que es la ingesta diaria tolerable por una persona de un peso
estandar de 60 kg. Se indica en miligramos/dia.

Desde el TDI se calcula el “MRL” (del inglés “Maximum Residue
Level”), o “LMR”, limite maximo de residuos de la sustancia activa anti-
parasitaria que puede tener un alimento concreto (carne, grasa, higado,
piel, rifiones, leche, huevos, etc.) sin que represente un riesgo para la
salud del consumidor. Se expresa en miligramos/kg (o ppm= parte por

millon).
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Tomando el LMR se calcula el “tiempo o periodo de espera”, es
decir, el tiempo que se debe respetar entre la administracion del produc-
to y el sacrificio o el ordefio para que no se supere el LMR en ningin
alimento procedente del animal tratado. A veces, puede ocurrir que el
propio producto o su método de aplicacion originen residuos excesivos
en determinadas partes del cuerpo, como puede ocurtir con los antipara-

sitarios inyectables en el lugar de inyeccion.
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16.- OTRAS POSIBILIDADES DE CONTROL DE INFECCION
POR Fasciola.

Como hemos mencionado Fasciola puede infectar a numerosos
hospedadores entre los animales domésticos, pero también entre la fauna
silvestre, y este es uno de los problemas para que de hecho sea practica-
mente imposible eliminar o erradicar F. hepatica de determinados ambien-
tes. Por ello, en regiones donde se sabe que existen infecciones por
Fasciola, son ineludibles medidas conducentes a reducir todo lo posible la
densidad de poblacién de los caracoles hospedadores intermediarios (en
especial Galba truncatnla) que actian a modo de amplificadores del ciclo
en los prados y pastos y ademas limitar de alguna forma el acceso del
ganado a zonas de riesgo de infeccion.

Los caracoles que intervienen como vectores realmente son
anfibios y viven tanto dentro como alrededor de zonas encharcadas o
con cursos de agua permanentes (pozos, fuentes, represas, lagos,
pantanos, rios, etc.) (Fig. 24), asi como en entornos con vegetales
humedos o en proximidad de bebederos, zonas peridédicamente inun-
dadas, acequias, zanjas, etc. En esos lugares y con temperatura ade-
cuada llegan a ser enormemente prolificos, puesto que en condiciones
optimas, un caracol puede producir hasta 100.000 caracoles en un
solo afio.

Hay que fomentar medidas que ayuden a mantener los pastos
secos de modo que es muy positivo poder asegurar drenajes eficaces
de las parcelas. Poner los bebederos sobre piso firme libre de vegeta-
cién y hacer zanjas, acequias, canales, etc., para que hagan menos
atractivos esos lugares para los caracoles, cubriendo por ejemplo los
flancos con cemento, eliminando las hierbas y la vegetacién en las
orillas, dejandolos secar del todo periédicamente, haciendo los bordes
casi verticales, etc. Los puntos de agua muy pequefios como huellas

de zapatos o de neumaticos también pueden servir de habitats secun-
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darios o microhébitats para los caracoles y por tanto deben evitarse en

lo posible.

Fig. 24.- Habitat ideal para los caracoles vectores de Fasciola. Situacion
fa evitar: ganado en zona encharcada con potenciales hospedadores intermedia-

rios de Fasciola.

Deben vallarse los accesos del ganado a puntos de agua perma-
nentes en lagunas, rios, riachuelos, etc., que son lugares con alto riesgo
de infeccién si contienen abundantes poblaciones caracoles activos.
También se recomienda el pastoreo rotacional y se desaconseja el uso
simultaneo de los pastos por bovinos y ovinos.

En zonas endémicas se obtienen mejores resultados con el con-
trol estratégico preventivo que con tratamientos repetidos, entre otras
razones porque, como hemos mencionado, cuando el ganado muestra
los primeros sintomas, el dafio patolégico causado ya esta muy avanzado.
Es muy importante determinar el momento adecuado para efectuar los

tratamientos estratégicos con arreglo al clima y la epidemiologia de los
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caracoles con el fin de limitar todo lo posible la progresiva contamina-

cién de los pastos con metacercarias durante la temporada de pastoreo.

Fig. 25.- Control integrado de fasciolosis.
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cobre, pentaclorofenato de sodio, niclosamida, etc.)

A

moluscos los lugares donde se agrupa el ganado en los alrededores de

puede ser apropiado para mantener limpios de esos

bebederos, comederos, lugares de reposo, etc. Sin embargo, es practica-
mente inutil tratar de erradicar los caracoles de una zona extensa aplican-
do molusquicidas, porque los caracoles se vuelven a reproducir con
rapidez recuperando sus poblaciones facilmente en esos pastos y porque
es altamente improbable que el tratamiento alcance a todos los caracoles.

Ademis sera excesivamente costoso y sobre todo puede resultar muy
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perjudicial para el ecosistema; de hecho, la mayoria de los molusquicidas
no estan aprobados en muchos paises.

Puede resultar interesante en el futuro los estudios que se llevan a
cabo en diversos lugares sobre extractos de plantas y otros remedios
vegetales naturales que han demostrado eficacia antihelmintica y molus-
quicida.

En este capitulo de la lucha y del control de la infeccién por fas-
ciolas hay un apartado al que nos referimos a continuaciéon que es el
relativo a las investigaciones y obtenciéon de vacunas, cuyos resultados
podrian conducir en el futuro a una situacion ideal respecto del control

de la enfermedad.
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17.- ENSAYOS DE PROTECCION FRENTE A Fasciola Y
APROXIMACION A LAS VACUNAS.

Uno de los grandes logros humanos en la lucha contra las enfer-
medades infecciosas es la obtencion y aplicacion de vacunas. Sin embar-
go, cuando nos referimos a enfermedades causadas por seres mas
evolucionados como los parasitos, quedan muchos interrogantes por
resolver para los proximos afnos. Probablemente las causas de este re-
traso haya que buscarlas en la enorme complejidad de la composicion
antigénica de los parasitos y de sus ciclos de desarrollo frente a lo que
sucede, en general, con los microorganismos. Sin embargo, el interés por
conocer y desarrollar inmundgenos que induzcan reacciones inmunitarias
protectoras contra numerosas especies de parasitos, es hoy dia importan-
te y cada vez mas innovador.

Esta investigacion tan activa se debe a varias causas, entre las que
se incluyen el conocimiento cada vez mas profundo de los mecanismos
que intervienen en la respuesta inmunitaria, y sobre todo el interés cre-
ciente en procurar que la vacunacion llegue a representar una alternativa
real y mas eficaz respecto de otros métodos de control utilizados tradi-
cionalmente, como es el caso de la quimioterapia o el control de base
epidemioldgica y bioldgica.

Para que una vacuna contra un parasito se pueda considera valida
debe tener una eficacia similar a la de un antihelmintico o aproximarse a
la de otras vacunas bacterianas o viricas. En el caso de nematodos gas-
trointestinales de rumiantes, por ejemplo, es mas apropiado considerar
una vacuna como herramienta epidemioldgica, a través de la cual se trata
de mantener niveles reducidos de contaminacién de los pastos, mas que
representar en si misma un instrumento con el que se pueda eliminar
totalmente la infeccion. Desde los afios 80 diferentes estudios en distin-

tos laboratorios demuestran que la infeccién por F. hepatica induce res-
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puestas inmunitarias que pueden llegar a ser efectivas para conferir pro-
teccion.

Ademas de reducir las cargas parasitarias, algunas vacunas son
capaces de inducir una reducciéon considerable de la eliminacion de hue-
vos del parasito.

Respecto de los métodos de verificacion de la eficacia, que tam-
bién es un aspecto crucial, habria que tener en cuenta, por ejemplo, que
para algunos helmintos como Ostertagia o Fasciola se necesitan meses para
inducir una respuesta inmunitaria natural protectora. Por tanto, esperar
que una vacuna provoque un buen nivel de proteccion en un tiempo
corto, probablemente no sea lo mas adecuado.

A lo largo de todos estos afios se describen los resultados de nu-
merosas pruebas de vacunacion con diferentes antigenos y se discute
ampliamente como puede ser el futuro del desarrollo vacunal. La cues-
tién es quienes son los que lo describen y quienes los investigadores que
trabajan en este campo. En este sentido, ademas de parasitélogos, tam-
bién se suman a los estudios personas que trabajan en bioquimica y bio-
logfa molecular, ecologia, epidemiologfa, inmunologfa, biomatematica,
etc., y que se han formado en diversos centros de biologfa, farmacia,
veterinaria, medicina, medioambiente, etc., y en definitiva personas que
componen equipos pluridisciplinares.

Se iniciaron estas investigaciones empleando metacercarias ate-
nuadas por irradiacién controlada, que al principio dieron buenos resul-
tados frente al trematodo del género Schistosoma; sin embargo, cuando en
las décadas de los 70-80 se ensay6 esta posibilidad en Fasciola, se obtuvie-
ron resultados aparentemente contradictorios; se obtuvo cierto éxito en
vacuno y ratas, consiguiéndose niveles de proteccion del 30 al 70%,
mientras que la situacién no fue tan favorable en ratones, conejos u
ovinos. Pronto se advierte una aparente contradiccién, de modo que los

mismos estudios demuestran que los ovinos no llegan a adquirir resisten-
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cia ante una reinfeccién con F. hepatica, 1o que sugiere que la respuesta en
vacuno difiere de la del ovino.

Curiosamente, sin embargo, ovejas y vacas desarrollaron buena
proteccion contra la especie F. gigantica cuando se inmunizaron con me-
tacercarias irradiadas; lo que apunta a que hay diferencias fundamentales
en aspectos bioquimicos entre ambas especies, a pesar de su proximidad
biolégica. Cabria entonces hacerse la pregunta de si se podrian identificar
respuestas humorales en los animales asi vacunados, y también cuales
serfan los mecanismos de protecciéon inducidos por las metacercarias
irradiadas. La respuesta puede estar en que en ganado vacuno y en ratas
se puede establecer una poblacion residual de fasciolas que provocan una
reaccién habitual de fibrosis hepatica y la barrera serfa mas de naturaleza
fisiologica que inmunologica.

En este sentido se puede decir que cuando se intentd la inmuni-
zacion pasiva con suero inmune o con células inmunes (linfocitos sensi-
bilizados) se evidenci6é buena proteccion en ovinos, vacuno, ratas. Todas
estas observaciones sugieren que los antigenos de F. hepatica inducen
respuestas protectoras, de modo que en teoria la protecciéon parece un
objetivo alcanzable.

Ha habido numerosos intentos de proteger mediante vacunas
con extractos de Fasciola, bien sean productos somaticos, o productos de
excrecion-secrecion de tipo metabdlico, tanto con animales de laborato-
rio como con especies de renta, preferentemente ovino y vacuno. Cuan-
do los ensayos de inmunizacién se efectuaron con una mezcla de
extractos somaticos de F. hepatica, los resultados no fueron muy esperan-
zadores; ello es asi probablemente porque la mezcla de extractos totales
de Fasciola, incluyen fracciones antigénicas muy diversas pero escasamen-
te funcionales, y por tanto se generan respuestas frente a antigenos no
protectores, enmascarando asi la respuesta inducida por los productos

mas funcionales; en este sentido, el extracto obtenido de fasciolas juveni-
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les contiene mayor proporcion antigenos funcionales que los provenien-
tes de ejemplares adultos.

Parece claro que los estudios con mejores resultados son los que
se basan en antigenos procedentes de los productos de excrecion-
secrecion de Fasciola, es decir los antigenos metabdlicos, cuyos resultados
inmunoégenos se tratan de mejorar investigando sobre la influencia de las
vias de inoculacién y también mediante el empleo de diferentes coadyu-
vantes que sean capaces de incrementar la respuesta inmunitaria de los
antigenos probados.

La eleccién del sistema adyuvante o del modo de aplicacion, pue-
de ser crucial para el éxito de cualquier vacuna. En el caso, por ejemplo,
de antigenos derivados de la oncosfera de cestodos parasitos, lo que se
necesita es un adyuvante que promueva como respuesta titulos altos de
anticuerpos. Cuando se trata de antigenos de nematodos parasitos la
situacion es similar, y ademas la respuesta inmunitaria debe ser lo mas
prolongada posible en el tiempo.

Debido a que los mecanismos de proteccion todavia no se han
aclarado por completo, tampoco se sabe bien cuales son los requisitos de
los adyuvantes para los antigenos de F. hepatica, pero los estudios realiza-
dos hasta la fecha han demostrado que una eleccion acertada del adyu-
vante es muy decisiva para el éxito de la vacuna.

Por el momento hay todavia limitantes que impiden la produc-
cién de vacunas eficaces frente a Fasciola y otros parasitos y son muchos
los obstaculos que deben superarse a corto o medio plazo con el soporte
de la tecnologia actual en diversos campos directamente implicados,
como son por ejemplo, la protedmica, genémica, biologia molecular,
nanotecnologia, etc.

Incluso antes de que el problema de las resistencias a los anti-
helminticos se presentara como algo real, ya habia comenzado la investi-

gacion del desarrollo de vacunas que pudieran estimular la inmunidad
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natural para evitar la necesidad de recurrir al tratamiento farmacolégico
habitual, con los riesgos que se pueden derivar por la presencia de resi-
duos principalmente en leche o carne.

Después de mas de tres décadas de investigacion en el desarrollo
de vacunas contra los parasitos, hay un nimero considerable de antige-
nos identificados, que bien purificados como proteinas nativas o bien
como recombinantes, inducen proteccion frente a parasitos diana; sin
embargo, muy pocos son los que han alcanzado un nivel de eficacia
suficiente para considerarse como candidatos definitivos a vacunas.

En opinién de muchos autores, los intentos de vacunacién con-
tra los parasitos helmintos representa una prometedora alternativa al
tratamiento quimico, hasta el punto que se estima que actualmente po-
demos estar en la antesala del desarrollo definitivo de vacunas de primera
generacion frente a muchos especies parasitas y ello incluye también a F.
hepatica.

Teoéricamente varios tipos de vacuna se podrian usar, incluyendo
vacunas vivas o atenuadas, antigenos nativos semipurificados o incluso
recombinantes. Sin embargo, en el caso de los helmintos todavia hay que
superar algunos problemas asociados al empleo de vacunas con material
nativo. Destaca la necesidad de obtener material de antigeno nativo en
suficiente cantidad para la mayor parte de los helmintos y eso incluye a
Fasciola. Hay ademas otro inconveniente como es la necesidad de contro-
lar las diferencias entre los diversos lotes o lo que es lo mismo necesidad
de obtener formulaciones estables comercialmente a partir de material
parasitario nativo.

La aparicién de resistencias a los helmintos parasitos de los ani-
males y la creciente preocupacion del consumidor sobre la presencia de
residuos quimicos en los alimentos, el paso de productos quimicos al
medio ambiente, el bienestar animal, la escasez de molusquicidas eficaces

y sobre todo que sean seguros para el ambiente y la todavia insuficiente
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proteccion lograda con las vacunas ensayadas, plantea la necesidad de
continuar en la bisqueda de nuevas estrategias de prevencion.

En este sentido se puede decir que la tecnologia del ADN re-
combinante estd apoyando avances importantes en las investigaciones
de los ultimos afios sobre las vacunas antiparasitarias. Mediante la clona-
cion de genes o tecnologia del ADN recombinante se pueden separar
genes de diversos parasitos que codifiquen un solo antigeno; posterior-
mente al expresar estos genes en diferentes sistemas, se puede lograr
suficiente cantidad de antigeno. Es evidente que esta moderna tecnologia
permite superar los problemas derivados de la recogida de fasciolas en
mataderos y el trabajo de obtener y purificar el antigeno.

Cuando se consigue encontrar clones responsables de la expre-
sion de proteinas y ademas se llega a producir antigenos unitarios puros a
concentraciones deseadas, se llega a la conclusién de que se dan pasos
importantes para la inmunoprofilaxis o para el diagnostico de Fasciola o
de cualquier otro parasito en estudio. Naturalmente el paso siguiente sera
evaluar la actividad biolégica y funcional de esas proteinas recombinan-
tes. La aplicaciéon de microarrays, PCR en tiempo real, la interferencia de
ARN vy la proteémica, han avanzado considerablemente para la localiza-
cion de genes de interés.

La necesidad de alternativas para el control de los parasitos hel-
mintos ha hecho que en los dltimos afios haya una verdadera inflacién de
experiencias con antigenos recombinantes, de tal modo que si el modelo
de progreso logrado en este tiempo se puede mantener, en la proxima
década deberfamos asistir al lanzamiento de nuevas vacunas sobre base
de antigenos bien definidos.

Desde los anos 90 hay mas de 80 antigenos recombinantes obte-
nidos de 22 especies de helmintos distintas. La mayoria se han expresa-
do en sistemas con E. ¢/, otros lo han sido en levaduras y otros en

sistemas de expresion a base de virus. Curiosamente lo ultimo ha sido el
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empleo como sistema de expresion del nematodo de vida libre Caeno-
rhabditis elegans con el que se ha obtenido antigeno suficiente para probar
una vacuna frente a Haemonchus contortus, un nematodo gastrico de ru-
miantes, basada en la obtencion de una catepsina L.

No obstante, y a pesar de obtener suficiente nivel de titulos de
anticuerpos, esta vacuna no protegié suficientemente contra infeccién
homologa por H. contortus, lo que prueba una vez mas la dificultad para
obtener buenos resultados en sistemas tan complejos como los que se
establecen entre los parasitos y sus hospedadores.

Se han discutido mucho las ventajas e inconvenientes de cada sis-
tema de expresion utilizado. Lo que si se sabe es que la produccién de
antigeno recombinante de forma inmunoldgicamente activa es una de las
claves para la obtencién de vacunas activas y que, a pesar del empleo de
diferentes sistemas de expresion, en ocasiones sélo unos pocos recombi-
nantes sirven para inducir niveles de protecciéon buenos frente a los
helmintos, lo que da una idea de las limitaciones que tienen los actuales
sistemas de expresion.

Aunque no se dispone del genoma completo de F. hepatica, a lo
largo de los dltimos afios se han descrito y anotado mas de 200 secuen-
cias de ADNc y sus correspondientes proteinas recombinantes. Basan-
dose en las potentes herramientas bioinformaticas actuales, la finalidad
de las investigaciones es diseflar una estrategia racional para definir
péptidos obtenidos a partir de las secuencias conocidas de F. hepatica, que
se ensayaran después en combinacién con inmunomoduladores y adyu-
vantes modernos y eficaces, definidos previamente.

Durante la dltima década, las investigaciones sobre vacunas se
han preocupado fundamentalmente de producir y probar recombinantes
a partir de distintos sistemas de expresion, pero sin dar importancia a las
propias proteinas nativas. Ocurre que en muchos de los antigenos re-

combinantes obtenidos no hay demostracion previa de que las mismas
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proteinas nativas tuvieran capacidad de inducir respuesta inmunitaria
protectora. Asi pues para conseguir una buena proteina recombinante y
protectora se necesita producirla de forma correcta y partir de un antige-
no que originalmente tenga capacidad de proteccion.

Clonar y expresar un antigeno es a menudo mas rapido, facil y
menos costoso que tratar de purificar la versiéon nativa del mismo. Por
eso en muchas ocasiones no se recurre a las protefnas nativas. En opi-
nién de muchos expertos serfa mas interesante invertir mas tiempo y
esfuerzo en investigar y analizar los antigenos nativos, puesto que con las
nuevas generaciones de equipos de cromatograffa ahora es mas sencillo
separar y obtener cantidades suficientes de proteinas. La espectrofoto-
metria de masas es asimismo un método que se ha convertido en estan-
dar en los laboratorios de investigacion.

Viendo las bases de datos de las secuencias de parasitos (“Ex-
pressed Sequence Tag”, EST) se dispone de una excelente herramienta
analitica, de modo que es posible identificar relativamente en poco tiem-
po casi todos los componentes de una fraccién proteica protectora. En
resumen, el uso de estas tecnologias, que combinan los avances en la
identificacién de epitopos por el uso de fagos, la disposicion de librerias
de péptidos o los analisis con el apoyo de la bioinformatica, podran dar
informacién importante sobre los antigenos y de esta forma ayudar a
plantear una buena eleccién del sistema de expresion, para que tedrica-
mente se pueda producir una copia perfecta de la proteina nativa biolégi-
camente activa.

Dicho de otro modo la elecciéon del adyuvante, la via de aplica-
cién y la dosis determina de forma critica el futuro de la vacunacion en
cualquier sistema parasito-hospedador. Se ha visto, por ejemplo, que la
proteccion contra F. hepatica con aplicacion de GST varfa considerable-
mente con el tipo de adyuvante usado, y por ejemplo, mientras una va-

cuna con adyuvante de Freund puede proteger a ovinos no lo hace en
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vacuno, pero no sucede lo mismo con la aplicacién de otros adyuvantes
como QuilA/SM, que si funciona en vacuno. Los resultados de muchos
estudios vienen a confirmar que cada sistema parisito/hospedador re-
quiere una formulacién vacunal propia y unica, lo que complica enot-

memente el desarrollo de vacunas.

17.1.- Candidatos a vacunas frente a F. hepatica.

Una vacuna ideal deberia ser eficiente, segura, barata y sencilla de
utilizar. Una vacuna ensayada en ratas puede cumplir todos estos requisi-
tos, pero, por desgracia, incluso el mejor resultado obtenido en el labora-
torio no significa que la vacuna proteja también a los rumiantes; por eso,
después de establecer una dosis 6ptima y composicion correcta de la
vacuna en ratas, se debe probar su accién en ganado vacuno u ovino.

Muchos datos sugieren que una serie de moléculas, incluyendo
catepsinas L, glutation-S-transferasa, leucina aminopeptidasa, proteinas
transportadores de lipidos y hemoglobina, ofrecen la posibilidad de in-
ducir una respuesta protectora contra F. hepatica en modelos de animales
de laboratorio y en grandes animales.

Desde 1965 se sabe que Fasciola contiene considerables propor-
ciones de enzimas proteoliticas, en particular en el material de excrecion-
secrecion y que éste puede obtenerse 7z vitro facilmente a partir de los
ejemplares adultos. Lo demostraron Thorsell y Bjorkman (1965) quienes
vieron que habfa un efecto directo de estos compuestos sobre la diges-
tién de un sustrato de gelatina.

Pronto se vio también que la actividad proteolitica de los produc-
tos de excrecion-secrecion eran de la familia cistein proteasas y que su

peso molecular era de 27-28 kDa. Entre las que se estudiaron en relacién
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con las vias de invasién de los parasitos, su alimentacion, mecanismos de
evasion inmune y potenciales vacunas, destacan las Catepsinas L y B.

En el caso particular de Fasciola, las catepsinas proteasas L se han
propuesto que juegan un papel en numerosas funciones incluyendo la
promocién de la penetracion en los tejidos, la adquisicion de nutrientes,
y en la produccién de huevos del parasito.

Las catepsina L. proteasas segregadas en alta proporcion en el tu-
bo digestivo de F. hepatica, pueden estar involucradas en la penetracion
de tejidos y en la adquisicién de nutrientes.

Las cisteina proteasas son enzimas muy importantes en la rela-
ciéon hospedador-parasito. La catepsina L es una enzima que juega un
papel clave en la ayuda invasiéon de parasitos y en su supervivencia a
través de una variedad de funciones que incluyen la alimentacién de los
parasitos, la evasiéon inmune, la modulacién, la migraciéon a través del
tejido hepatico y, posiblemente, también intervienen en la produccion de
huevos y en el desenquistamiento de metacercarias.

Resumiendo, la catepsina L esta involucrada en mecanismos de
evasion de la respuesta inmune. La determinaciéon de las propiedades
bioquimicas de las catepsinas de Fasciola conducira a una mejor com-
prension de los papeles que desempefian estas enzimas en la virulencia
del parasito y en su supervivencia.

Los anticuerpos en respuesta a estas enzimas pueden detener o
retardar la migracion del parasito, y por eso se han probado como vacu-
nas contra el parasito.

La catepsina L. de F. hepatica es un ejemplo de una enzima que
puede inducir niveles de protecciéon altos como antigeno vacunal. La
vacunacion de ovejas con la enzima nativa reduce la produccion de hue-
vos de Fasciola en un 70% y la viabilidad de los huevos cae en mas del
80% (Wijttels ez al, 1994). En el ganado vacuno se consigue una reduc-

cién del 50% en la carga parasitaria y hasta un 70% cuando se usa la
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catepsina L. combinada con hemoglobina presente en Fasciola; ademas se
vio que casi el 100% de los huevos eliminados por los animales vacuna-
dos no continuaban su embrionacién; todo ello sugiere que la transmi-
sion del parasito se veria enormemente reducida (Dalton ef @/, 1996).

Estos resultados confirman que la catepsina L es una diana eficaz
para la inmunidad protectora en vacuno, pero sus mecanismos de actua-
cioén siguen siendo poco conocidos, aunque si se sabe que interfieren con
la produccién de huevos del parasito, muy probablemente porque la
catepsina juega un papel en la formacion de la cubierta del huevo, dado
que se ha localizado en la glandula de Mehlis de los adultos de Fasciola
que es precisamente donde se secretan sustancias que forman o rodean la
cubierta de los huevos, de modo que la inhibicién de catepsina L puede
interferir esta sintesis de sustancias que intervienen en la formacién de la
cubierta del huevo.

As{ pues, un antigeno que produzca reduccién importante en la
produccion de huevos o en su viabilidad, constituye un compuesto vacu-
nal atractivo, puesto que, al reducir el nimero de huevos eliminados al
medio, el riesgo de formacién de metacercarias disponibles para la subsi-
guiente infecciéon de los rumiantes es evidentemente un camino muy
positivo. De nuevo se muestran diferencias claras en la respuesta obteni-
da en ovino y vacuno, como si se tratara de dos sistemas diferentes.

En suma, la catepsina L de F. hepatica es un ejemplo de una enzi-
ma que es reconocida por la respuesta inmune del hospedador después
de la infeccidn, y que puede inducir altos niveles de proteccion en su uso
como antigeno vacunal. Por lo tanto, un recombinante cistein- proteasa
(CPFhW), expresado en E. c/i se utiliz6 para la vacunaciéon contra la
fasciolosis de ratas logrando inducir una proteccion del 78-80% frente a
la infeccion con metacercarias de F. hepatica. Los resultados mas recientes
sugieren que los anticuerpos de la subclase IgGG2 son los que mas se

correlacionaron con esta proteccion.
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Otras catepsinas L, incluyendo la FhCatL5, se han aislado de
adultos de Fasciola, mientras que algunas proteasas catepsina L, como la
FgCatLL1G, solo se identifican en las formas juveniles del parasito. Las
captesinas FhCatL5 de F. hepatica, y FgCatLL1G de F. gigantica se expresa-
ron en levaduras y se caracterizaron y compararon sus propiedades bio-
quimicas.

Recientemente se ha demostrado que la vacunaciéon con una
combinacién de una catepsina L especifica procedente de adultos y la
catepsina B de fases juveniles de F. hepatica, induce niveles altos de pro-
teccion en ratas, validando asi estas proteasas como vacunas “polivalen-
tes”.

Las “Fatty-Acid Binding Proteins” (FABPs) son una familia de
proteinas implicadas en el metabolismo de Fasciola que le impiden sinte-
tizar los lipidos que precisa, puesto que tienen mucha afinidad por los
acidos grasos. Una caracteristica importante de esta familia de FABP
citoplasmicas es la uniformidad del tamafio, puesto que todas ellas tienen
entre 14 y 16 kDa y entre 127 a 133 aminoacidos.

Algunos estudios permitieron saber que en el parasito existen dos
blancos de accién para desarrollar una vacuna contra él, por un lado este
agente produce unas enzimas que digieren las protefnas (proteasas) y
“abren el camino” al parasito hasta el higado, y por otro lado, las fascio-
las no sintetizan acidos grasos propios sino que los toma del hospedador,
utilizando para ello las FABPs.

Esas FABP fueron de las primeras fracciones antigénicas definidas
y purificadas que se probaron como vacunas contra Fasciola. El reconoci-
miento de estos antigenos se hizo en el laboratorio del Dr. Hillyer quien, a
mediados de los 70, identificé un grupo de proteinas que podtian ser
purificadas en virtud de su reactividad cruzada con un antisuero derivado
de proteinas solubles de S. mansoni. Estas proteinas llamadas FhSmlIII, se

aislaron y se observé que protegian también a ratones y a terneros contra
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la infeccién por F. hepatica, con reducciones del 69-78% y del 55%, res-
pectivamente (Hillyer e a/, 1977), cuando se incorporaban con el adyuvan-
te de Freund. Curiosamente habia también proteccion cruzada del 81%
frente a infeccion por S. mansoni. Estos resultados confirmaron la conser-
vacion de epitopos protectores entre los antigenos de ambos parasitos.

En resumen las FABP son unos de los mas prometedores candi-
datos a vacunas contra Fasciola con la ventaja de que también lo son
contra esquistosomas. La vacunaciéon con FABPs puede interferir con el
proceso de sintesis de acidos grasos y por eso es una via de ataque pro-
metedora. Se identific6 una proteina de 12 kDa denominada Fh12; se
descubrié que esta proteina era homodloga a la Sm14 de S. mansoni, que
también protegia frente a F. hepatica; concluyendo que la Fh12 y la Sm14
son dos antigenos homologos con proteccion cruzada frente a ambos
parasitos. A pesar de la proteccion incompleta que induce esta proteina,
y de otros inconvenientes, estos hallazgos representaron un punto de
inflexiéon importante en el camino hacia la obtencién de una vacuna
protectora.

Al evaluar el efecto sobre la infeccién por F. hepatica, del antigeno
FABP nativo (Fh12) con un sistema de vacunacién nuevo, que incluye la
valoracién de la respuesta inmunolégica inducida por los péptidos en
combinacién con nuevos inmunomoduladores y adyuvantes (sistema
ADAD), se observé que protege a ratones y ovejas frente a la infeccion
por Fasciola. Las cifras medias de reducciéon en vacuno obtenidas con
diversos antigenos varfan del 43 al 72%, planteandose la cuestiéon de si
esos niveles de eficacia son comercialmente validos. Como las pérdidas
econémicas de la reduccion de peso en los rumiantes solo son significa-
tivas cundo hay cargas de 30 a 80 fasciolas por animal, se sugiere que la
vacuna que tiene una eficacia media del 43% puede revertir las pérdidas
en animales infectados cuando hay al menos cargas de 53 a 140 fasciolas
(Lopez-Aban et al., 2007, 2008).
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Un paso mas en estos estudios lo represento la Glutation S trans-
ferasa (FhGSTs) como candidata a antigeno vacunal sobre la base de su
homologa en . mansoni (Sm28), que habfa demostrado proteccion en
animales de laboratorio.

La GST comprende una lista de al menos 5 isoenzimas de tama-
flo 23 a 26,5 kDa, con funciones diversas entre las que estan la detoxifi-
cacién celular de numerosas sustancias quimicas, que por medio de su
neutralizacién a través de la conjugacion de glutation, hace que los pro-
ductos sean mas solubles en agua, menos téxicos y mas facilmente elimi-
nables de su hospedador, al tiempo que induce una proteccion,
dependiendo del coadyuvante elegido, del 41 al 69%; comprobandose
que cuando se usa como coadyuvante Quilaya A y SM Squalene Monta-
nide 80, la proteccién se incrementd y se mantuvo al menos durante 6
meses.

Los estudios de inmunocitoquimica con anticuerpos de conejo
obtenidos de GST nativa, detectaron GST en muchos tejidos del parasito
adulto, como por ejemplo en el intestino, en las células del parénquima
del tegumento y las musculares proximas.

La GTS ha demostrado también ser una interesante candidata a
vacuna; en un primer estudio, se observo que la GST con el adyuvante
de Freund no protegia a ratas infectadas con F. hepatica y, por el contra-
rio, en ovejas se comprobo que la GTS administrada con coadyuvante de
Freund daba un 57% de proteccion.

Otros trabajos con diferentes coadyuvantes (QuilA/Squalene
Montanide, SM, DEAE, MF59, PLG microesferas) lograron aumentar
en el nivel de proteccion hasta el 65% en animales de laboratorio, pero
en cambio no produjo una reduccién significativa de las cargas parasita-
rias de Fasciola en ovino, con resultados individuales muy variables; los

resultados mejoraron en vacuno donde la proteccion media resultd del
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49%, pero con diferencias individuales importantes, lo que sugiere de
nuevo que la eficacia y la respuesta difiere en vacuno y ovino.

El mecanismo por el que la GST consigue eliminar a Fasciola no
se conoce bien. Parece que la respuesta anticuerpo actia neutralizando o
reduciendo la actividad de GST en el parasito, a lo que contribuye la
respuesta inflamatoria desarrollada por el hospedador y ello conlleva el
dano del tejido de Fasciola. 1.a GST actuarfa como un antigeno liberado
por F. hepatica e inducirfa la respuesta inflamatoria inmunitaria que mata
al trematodo.

El efecto depende en gran medida del adyuvante empleado, pero
se ha visto que la formulacion mas eficaz contra F. hepatica no protege
trente a F. gigantica, 1o que sugiere que no son extrapolables los resultados
de una especie a otra.

Dos grupos de investigacion de América del Sur han realizado
recientemente importantes avances para conseguir una vacuna contra F.
hepatica en ovinos. Piacenza et al. (1998) obtuvo reducciones de casi el
90% tras la vacunaciéon de corderos con una aminopeptidasa leucina
aislada de un extracto de adultos de F. hepatica, presumiblemente por un
mecanismo similar al descrito para la obtencién del antigeno en el nema-
todo Haemonchus. AGn mas revelador fue que Almeida e a/. (2003) practi-
camente no hallaron fasciolas, ni lesiones hepaticas en los ovinos
vacunados con una version recombinante de una proteina transportadora
de acidos grasos en S. mansoni que se denominé Sm14, y que también es
muy eficaz en roedores ante la infeccién por esquistosomas.

Se cree que Fasciola necesita obtener acidos grasos de la sangre
del hospedador y se asume que la inmunizacién de alguna manera blo-
quea este mecanismo con consecuencias fatales para el parasito. A pesar
de que el efecto protector se reprodujo en dos experimentos por separa-
do, se hizo con un reducido numero de ovejas por grupo, de modo que

se necesitarfan nuevas pruebas de campo para evaluar mejor el producto
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que parece debe estar muy cercano a lo que deberfa ser una vacuna co-
mercial contra F. hepatica.

La hemoglobina aislada de F. hepatica conjuntamente con las ca-
tepsinas L1 y L2, dio buenos resultados en ensayos vacunales; al utilizar
s6lo la hemoglobina la reduccion fue del 43,8%, mientras que combina-
da con la catepsina L1 lleg6 al 52% de reducciéon y con la catepsina L2 se
obtuvo el 72%, lo que indica sus posibilidades como vacuna comerciali-
zable. La reduccion de las cargas parasitarias de fasciolas adultas, se
acompafié de una importante reduccion de la viabilidad de los huevos.

La paramyosina es una proteina tegumentaria de Schistosoma que
protege a ratones frente a este trematodo. Pensando en la posibilidad de
proteccion cruzada con antigenos de Schistosoma y de Fasciola, se estudid
el potencial protector de la paramiosina purificada de F. hepatica, extraida
de un homogenizado de adultos, y con un peso molecular de 94 kDa. Su
potencial como candidata vacunal frente a Fasciola debe revisarse ante los
resultados aparentemente contradictorios de la eficacia en ovinos y vacu-
no.

Entre otras moléculas caracterizadas a partir de F. hepatica con
potencial vacunal estd la tiorredoxina peroxidasa (IPx), cuya funcién
protectora reside esencialmente en la inhibicién de mecanismos de pro-
duccién de reactivos oxigenados (ROS).

La TPx secretada en pequenas cantidades por los parasitos, aun-
que no sea inmunogénica, en las infecciones naturales es altamente anti-
génica cuando se utiliza como vacuna con adyuvantes Quilaya o de
Freund.

Datos recientes revelan que la TPx esta involucrada en la activa-
ciéon de la respuesta inmunitaria del hospedador, estimulando la activa-
ciéon de los macréfagos y por tanto ofrece la posibilidad de desarrollar
una vacuna que estimule la respuesta inmunitaria del hospedador frente

al parasito
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La TPx recombinante expresada en E. ¢/ posee actividad fun-
cional antioxidante y actualmente se llevan a cabo ensayos experimenta-
les contra la fasciolosis en el ganado ovino, con un preparado vacunal
basado en la TPx.

Se esta investigando también una molécula obtenida de produc-
tos de excrecién-secrecion de F. hepatica, similar a una saponina o NK-
lisina que puede actuar lisando eritrocitos del hospedador cuando estos
pasan al intestino de las fasciolas; este compuesto se ha aislado utilizando
sueros de conejos tomados después de su infeccién experimental. La
forma recombinante de la proteina, saponina-2 (FhSAP-2) en conejos
induce un porcentaje de proteccion de hasta el 81,2% contra Fasciola,
acompafiada de una reduccién sensible en el recuento de huevos en
heces y en la vesicula biliar que oscila entre el 83,8% y el 73%, respecti-
vamente; finalmente, también se observa reduccion de lesiones hepaticas.

Se han realizado ensayos igualmente con antigenos candidatos a
vacunas, como es el caso de la fosfoglicerato kinasa de F. hepatica
(FhPGK), presente en el tegumento, subtegumento e intestino de Fascio-
la, entrando en contacto con el sistema inmunitario del hospedador. En
ensayos en ratas se han conseguido niveles de protecciéon de hasta el
69%, pero siempre hay que tener presente que los ensayos en animales
de laboratorio representan una primera prueba control para saber si un
determinado antigeno puede llegar a ser una potencial vacuna.

Las denominadas vacunas “cocktail” o mezclas antigénicas,
se basan en que Fasciola expresa gran variedad de productos multigénicos
que al actuar conjuntamente permiten al parasito migrar y desarrollarse
en sus hospedadores. Las fasciolas juveniles e inmaduras han de atrave-
sar la pared intestinal, la capsula hepatica y migrar a través del parénqui-
ma hepatico, digerir el tejido, evadir las respuestas inmunitarias y
finalmente penetrar en los conductos biliares para alimentarse de sangre

y tejidos del hospedador; pues bien, la invasion de los tejidos requiere
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una accién de las proteinas con las proteasas, enzimas detoxificantes
como la GST y la superéxido dismutasa con accién protectora ante las
respuestas inflamatorias dafinas, asi como de las FABPs para disponer
de 4cidos grasos y hemoglobina para poder aportar oxigeno a los tejidos.

Las investigaciones actuales proponen que en la vacuna participe
mas de una molécula para asegurar un indice mas elevado de proteccién
frente a la enfermedad. Para ello se utilizan herramientas bioinformaticas
y secuencias del genoma del parasito que ya estan descifradas por los
laboratorios de diversas partes del mundo. Estas secuencias sirven para
predecir qué genes pueden estar implicados en los mecanismos que Fas-
¢tola tiene para adquirir proteccion.

Con una vacuna mezcla de GST, catepsina L y hemoglobina, es
esperable que se reduzcan las cargas parasitarias al menos un 70%, pero
simultaineamente también se reduce la fecundaciéon de los parasitos
(30%) y la eliminacién de huevos al ambiente (hasta el 90%), de modo
que finalmente hay una reduccion significativa de la transmisiéon de Fas-
ciola en los hospedadores protegidos (Jayaraj ez al., 2010; Fig. 26-27).

Asi en esta via, las perspectivas de prevenir las infecciones por F.
hepatica son buenas pero todavia se necesitan mejorar los resultados, por
ejemplo con la obtencién de antigenos, estudiando la frecuencia de apli-
cacion mas aconsejable y analizando la duraciéon de la inmunidad adqui-
rida.

Desconocemos el genoma completo de F. hepatica y eso es un
handicap limitante. Hasta ahora se han descifrado del orden de unos 40-
50 péptidos, que se estan caracterizando desde un punto de vista inmu-
nolégico para saber algunas de sus propiedades, como por ejemplo, si
poseen memoria inmunoldgica, o a qué tipo de receptores celulares se
unen. Los péptidos sintetizados se combinan entre si para obtener una
mejor respuesta inmune, posteriormente se aplica a modelos de infeccién

(roedores) para comprobar si existe o no protecciéon. Con algunas de
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estas vacunas, en un futuro se podria obtener buena proteccion en ani-

males.

Fig. 26.- Higados de ratas infectadas con F. hepatica. Izda.: lesiones necroticas
de tipo 4 (ocupan hasta el 50 % de la superficie). Dcha.: higado de rata
vacunada con catepsina B con dafio minimo (tipo 0,5).

Fig. 27.- Dos fasciolas de diferente tamarfio; a la derecha corresponde al control
(tamafio grande) y a la izquierda es de rata vacunada con la proteina
(menor tamafio) (Jayaraj et al, 2010).
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Vacunas a base de acidos nucleicos: mediante clonado, se-
cuenciado y expresion de moléculas recombinantes con potencial inmu-
noprotector, y que derivan de las proteinas nativas ya comprobadas, se
avanza hacia el objetivo de obtener éxitos vacunales.

Una nueva idea para obtener vacunas es el uso del ADN codifi-
cado como antigeno que se inserta en un plasmido que contiene el anti-
geno de interés. La utilizaciéon de acido nucleico como vacuna frente a
agentes parasitarios es relativamente reciente, se comenz6 con protozoos
como Plasmodinm o Leishmania y luego se amplié a otros mas complicados
como Schistosoma o mas recientemente Fasciola. Ya se ha comprobado que
la vacunacién con acidos nucleicos obtenidos de Fasciola es posible en
ratones y se ha intentado por ejemplo con una vacuna ADN codificando
el tGST47. Si bien estos estudios se encuentran en los preliminares, los
resultados por el momento sugieren que las vacunas a base de 4cidos
nucleicos pueden ser una alternativa a la via convencional de vacunacién
con antigenos mas complejos, maxime si se considera la facilidad de
obtencion, lo que hace muy atractiva esta propuesta con la que seria
posible lograr vacunas comerciales viables para la fasciolosis. Los prece-
dentes del desarrollo de vacunas recombinantes en el caso del cestodo de
ovinos Taenia ovis o las obtenidas para algunas garrapatas de vacuno,

muestra un camino de excelentes posibilidades.

178



18.- CONSIDERACIONES FINALES.

La Parasitologia como ciencia que estudia seres particulares que
llevan una vida parasita, solo tiene sentido y se desarrolla cuando los
parasitos toman contacto con otros seres vivos con los que interactian.
Siempre ha sido evidente que la Parasitologia se relaciona con todas las
demas ciencias de la vida y que los parasitos habitualmente constituyen un
sujeto adecuado para efectuar toda una serie de investigaciones acerca de
fenomenos biologicos de considerable interés. Los seres parasitos, lejos de
ser simples, se caracterizan por la enorme complejidad existente en todos
sus grupos, desde los mas pequefios y aparentemente mas sencillos como
son los protozoos, hasta los de mayor tamafio y que entraflan mayor
complejidad, representado por los artropodos. Esa complejidad comprende
no sélo la propia estructura morfoldgica, sino también el desarrollo
biologico y las condiciones de adaptacion a ambientes hostiles que
encuentran por lo general en sus hospedadores.

La Parasitologia participa de pleno del inmenso potencial que
representan los avances genémicos y bioquimicos y a través del desarrollo
de la biologfa molecular se ha alcanzado una capacidad, insospechada unos
aflos atras, para poder por ejemplo proponer de nuevas dianas terapéuticas,
la busqueda y obtencién de nuevos procedimientos de diagnostico,
desarrollar alternativas de prevencion vacunal, que obviamente estan mas
proximas para determinados grupos de parasitos, etc, y todo ello apunta
hacia nuevos horizontes y logros que ayudaran a mejorar la disponibilidad
de recursos para hacer frente a los procesos que ocasionan. En este
contexto se enmarcan muchos de los aspectos expuestos en este discurso
sobre el desarrollo del trematodo Fasciola hepatica y sobre las repercusiones
que tiene su presencia para los distintos hospedadores, teniendo presente
que constituye tan sélo una pequefia parte del inmenso caudal que los

estudios parasitologicos pueden aportar y que, como hemos apuntado,
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avanzan de manera mucho mas rapida y significativa a través de la

cooperacion pluridisplinar.

Muchas gracias por su amable atencion.
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20.- DISCURSO DE CONTESTACION.

Excmas e Ilmas Autoridades.
Excmo. Str. Presidente de la Academia de Farmacia de Galicia.
Excmos. e Ilmos. Sras. y Sres. Académicos,

Sras. y Sres.

Tengo hoy la satisfaccion de contestar al discurso de ingreso en la
Academia de Farmacia de Galicia que acaba de pronunciar mi buen
amigo el Profesor Pablo Diez Bafios, en el que concurren las cualidades
propias de un excelente docente e investigador con las de un cientifico
excepcionalmente abierto a colaborar con organizaciones profesionales y
academias en beneficio de la difusién de su disciplina y de su aplicacién
en el campo de la medicina veterinaria y de la sanidad en general.

El nuevo académico naci6 en Alcala de Henares pero muy pron-
to, por las obligaciones profesionales de sus padres, hubo de trasladarse a
Riafio, donde aprendio las primeras letras bajo la tutela de su madre, que
ejercia como maestra en el pueblo. A los pies de los picos de Europa, el
Profesor Diez Bafios entré en contacto con la naturaleza y se familiarizo
con el mundo de las explotaciones ganaderas, a lo que contribuy6 de una
manera muy importante el hecho de que su abuelo paterno se dedicara a
esta actividad. En Ledn cursa el bachillerato en el Instituto Padre Isla y
se matricula en la Facultad de Veterinaria, donde finaliza brillantemente
sus estudios en 1973. Los origenes familiares y el entorno en el que
transcurrio su nifiez habrfan de marcar también el futuro profesional de
sus ocho hermanos -el nuevo académico procede de una familia muy
numerosa, incluso para los estandares de la época- que se orientaron
hacia la veterinaria, la biologfa o la ensefianza.

Su interés por la parasitologia, que en su etapa de estudiante le

llev6 a colaborar como alumno interno en las actividades del Departa-

209



mento de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias, propicié que inicia-
se los estudios de doctorado bajo la direccion del profesor Miguel Cor-
dero del Campillo. La concesién de una beca del Plan de Formacion de
Personal Investigador por el Ministerio de Educaciéon y Ciencia le permi-
tié6 combinar su trabajo de Tesis Doctoral con la participacion activa en
diversos ensayos clinicos de antiparasitarios para perros y rumiantes, que
posteriormente se incorporaron a la terapéutica. Esto le ofrecié la opor-
tunidad de entrar en contacto con el mundo del medicamento. Inicia asi
una carrera investigadora y docente que proseguira en la Universidad de
Leén como profesor ayudante de clases practicas y profesor adjunto
interino. Es en este momento cuando conoce a una joven becaria de
investigacion, la hoy Profesora Patrocinio Morrondo, que luego serfa su
esposa.

En el afio 1981 obtiene por oposiciéon una plaza de Colaborador
Cientifico en Parasitologia Animal y se incorpora a la Estacion Agricola
Experimental de Marzanas, en Ledn, dependiente del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas. El interés del Profesor Diez Bafios por la
docencia le lleva a opositar al cuerpo nacional de profesores adjuntos y,
tras obtener una plaza, se reincorpora a su departamento de origen. En
1988 el nuevo académico se traslada a la joven Facultad de Veterinaria de
Lugo, aceptando el reto de iniciar la docencia y la investigacién en un
area tan importante por su trascendencia para la formacién de los profe-
sionales de la veterinaria como es la Patologia Animal. Primero como
Profesor Titular y desde 1994 como Catedratico, el nuevo académico se
viene ocupando de impartir, en los estudios de licenciatura, materias
como parasitologia y enfermedades parasitarias, epidemiologia, medicina
preventiva y policia sanitaria, zoonosis y salud publica. También desarro-
lla una actividad muy intensa como docente de posgrado y de cursos de
especializacion en la Universidad de Santiago de Compostela —donde

ademas ha sido coordinador del Programa de Doctorado Investigacién
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en Patologfa Animal- y también en otras universidades, como la de Bo-
lonia o la de Hanover, y centros de investigacion como el INRA de
Tours.

Desde los inicios de su carrera, el nuevo académico ha centrado
su interés como investigador en la parasitologia y las enfermedades para-
sitarias de animales domésticos y silvestres, y en particular en las zoono-
sis que pueden afectar a los humanos. Merecen ser destacadas, a este
respecto, sus aportaciones a la caracterizaciéon de antigenos e inmunidad
de ciertos protozoos y helmintos trasmisibles al hombre, al mejor cono-
cimiento de los factores que asocian algunas zoonosis con el factor reu-
matoide en pacientes humanos, a la resistencia a antihelminticos en
veterinaria, a la epidemiologia de enfermedades de animales y humanos,
a las gastroenteritis parasitarias y al diagndstico y tratamiento de la fascio-
losis. Esta intensa actividad se ha encuadrado en numerosos proyectos
de investigacion que han contado con financiacién autonémica, nacional
y de la Unién Europea, actuando en un buen nimero de ellos el Profesor
Diez Bafios como investigador responsable. También lleva a cabo una
importante actividad de transferencia de tecnologia a los sectores publico
y privado a través de convenios de colaboracion.

Del volumen y la relevancia del trabajo que como investigador ha
llevado a cabo el nuevo académico puede dar idea la direcciéon de cerca
de una veintena de Tesis doctorales, la publicacién de unos 150 articulos
en revistas de los ambitos de la veterinaria y la parasitologia, tan destaca-
das como Veterinary Parasitology o International Journal of Parasitology, y mas
de 30 capitulos en libros de su especialidad. Su participacién en congre-
sos y conferencias ha sido también muy intensa plasmandose en cerca de
400 comunicaciones, y actuando con frecuencia como miembro de los
correspondientes comités cientificos y organizadores. La importancia de
las aportaciones cientificas del nuevo académico ha sido reconocida con

la concesiéon de premios y becas por instituciones como el Ministerio de
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Educacién y Ciencia, la Fundacién Juan March, o la Fundacién Ciba-
Geigy.

El nuevo académico ha encontrado también tiempo para impli-
carse con un elevado nivel de responsabilidad en las tareas de gestién. En
la Universidad de Santiago, ha sido secretario durante nueve afios y di-
rector durante otros ocho del Departamento de Patologia Animal. Ha
sido vocal entre 1999 y 2002 y presidente de 2007 a 2011 de la Sociedad
Espafiola de Parasitologia, ha formado parte del Comité de Ciencias
Biomédicas de la Comisién Nacional Evaluadora de la Actividad Investi-
gadora, y participa de manera habitual como miembro de comisiones o
evaluador de la ANEP vy diversas agencias autonémicas. Es Académico
Numerario de la Real Academia de Medicina de Galicia y de la Academia
de Veterinaria de Galicia de la que es ademas presidente.

El nuevo académico ha dedicado su brillante discurso a la Fasciola
hepatica, resaltando la importancia de las parasitosis causadas por este
trematodo, que son un buen ejemplo de la estrecha interrelacion existen-
te entre la sanidad animal y la salud humana. Como sefiala el Profesor
Diez Bafios, la prevalencia de la fasciolosis en animales y también en
humanos es muy elevada en los paises tropicales y se encuentra en estado
emergente en los paises templados como consecuencia del cambio clima-
tico. La Organizacién Mundial de la Salud ha estimado en 17 millones el
namero de personas afectadas por fasciolosis, y se han registrado casos
en todos los pafses del mundo. Aunque en Espafia la prevalencia en
humanos es baja, alcanza un 30% en los rebafios del norte de la peninsu-
la, causando una elevada mortalidad en vacas y ovejas.' Todo ello deter-
mina que su prevencion, diagnéstico y tratamiento tengan una gran

trascendencia. Como sefiala el Profesor Diez Banos, el farmaco de elec-

' M. Martinez-Valladares, C. Cordero-Pérez, L. Castafién-Ordofiez, M.R. Famularo,
N. Fernandez-Pato, F.A. Rojo-Vazquez. Efficacy of a moxidectin/triclabendazole
oral formulation against mixed infections of Fasciola hepatica and gastrointestinal
nematodes in sheep. Veterinary Parasitology 174, 166—169, 2010.
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ciéon para el tratamiento de las fasciolosis es el triclabendazol, que se
suele administrar por via oral solo o en asociaciéon con otros antihelmin-
ticos. El triclabendazol experimenta una metabolizacion intestinal y
hepatica muy intensa, dando lugar a dos metabolitos activos, por lo que
su farmacocinética es muy compleja y se puede ver afectada por la admi-
nistraciéon concomitante de otros fairmacos. La utilizacién generalizada
de triclabendazol ha dado lugar a la aparicion de resistencias relacionadas
con la sobre-expresion de las bombas de eflujo de la familia de la glico-
proteina-P en el parasito, lo que impide que alcance niveles eficaces en su
interior. Se han detectado incluso fenémenos de multiresistencia que
afectan a otros farmacos como albendazol y clorsulon. Todo ello dificul-
ta el establecimiento de regimenes posolégicos eficaces y plantea impor-
tantes problemas a la hora de desarrollar formas farmacéuticas
adecuadas. Se ha observado que el uso de asociaciones de triclabendazol
con antithelminticos como levanisol, oxfendazol, ivermectina y abamecti-
na retrasa la apariciéon de resistencias. Por otra parte, la asociaciéon con
inhibidores de las bombas de eflujo constituye una posible via para re-
vertir la resistencia de los trematodos haciéndolos sensibles.” Entre las
posibles alternativas al triclabendazol cabe citar el antimalarico artemisi-
na, que por su elevada lipofilia y corta semivida de eliminacién, plantea
también serios problemas de formulacién, que se pueden abordar acu-
diendo a sistemas de dosificacién avanzados.’

Por otra parte, el creciente conocimiento de los mecanismos de
inmunidad innata y adquirida frente a Fasciola hepatica, junto con la identi-
ficaciéon de los genes que participan en los mecanismos de defensa del

parasito, debe facilitar —como ha destacado el nuevo académico en su

* R.J. Flynn, G. Mulcahy, H.M. Elsheikha. Coordinating innate and adaptive immu-
nity in Fasciola hepatica infection: Implications for control. Veterinary Parasito-
logy 169, 235-240, 2010.

’ N.S. Santos-Magalhaes, V.C. Furtado Mosqueira. Nanotechnology applied to the
treatment of malaria. Advanced Drug Delivery Reviews 62, 560-575, 2010.
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excelente discurso- el desarrollo de vacunas eficaces tanto en animales
como en humanos.

Querido Pablo, tu incorporacion va a hacer posible que la Aca-
demia de Farmacia de Galicia cuente con un miembro muy activo y
capaz de aportar una vision de conjunto de la sanidad animal, la salud
humana, la seguridad alimentaria y la proteccién del medio ambiente, y
que va a contribuir a que la interaccion entre la farmacia y la veterinaria
sea cada vez mas fructifera. Por todo ello, os felicito cordialmente a ti, a
tu mujer Patro y a tu hija Carolina, y también felicito a la Academia por

tan acertada eleccion.

Muchas gracias.
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