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RESUMEN

A través de dos experimentos se determind en bovinos
de 12 meses de edad. |la capacidad de proteccion de Fas-
ciola hepatica irradiada a 3 Krad de rayos gamma.

En el primero de ellos se determiné el efecto protector
de metacercarias irradiadas en animales sin experiencia
previa con F.hepatica y en el segundo se trabajé con ani-
males que ya poselan experiencia.

Las dosis de metacercarias irradiadas (MI) como las
Infestaciones con metacercarias naturales (MN), fueron
administradas por via oral en capsulas de gelatina.

Si bien se considera necesario ampliar estas observa-
clones a un numero mayor de animales, se considera a los
3 Krad como un nivel apropiado de Irradiacién con rayos
gamma.

La inoculacion protegié un 72,5 % a aquellos animales
que no tenlan experiencia previa y en un 83,5 % a los que
tenfan experiencia anterior con F. hepatica.

Esta irradiacion controlada permitio la proteccién del
huésped frente a los estados juveniles de F. hepatica, sin
que la mayoria de ellos completara su ciclo con los conduc-
tos biliares.

Por ultimo, se destaca la estabilidad de varios parame-
tros hematolégicos de los animales inoculados, cuando
éstos fueron comparados frente a los testigos.

Estoindica la poca capacidad de injuria de las metacer-
carias irradiadas.

Se estima necesario repetir éstos ensayos con un
numero mayor de animales.

Palabras Clave: BOVINO, FASCIOLA HEPATICA,
RADIACION GAMMA

SUMMARY

An aftempt to determine the protective capacity with
metacercariae of Fasciola hepatica, attenuated atgamma
irradiated level of 3 Krad, was done in cattle through two
trials.

In trial one with cattle free from F. hepatica, and in trial
two with experimentally infected cattle, the irradiated meta-
cercariae dose as well as the experimental infection with
non irradiated metacercariae were given orally in gelatin
capsuls.

The attenuated metacercariae at 3 Krad allowed the
host antibody without the total development by most of
them In the bile duct.

The metacercariae protected 72,5 % those animals in
experiment |. and B3,5 % in experiment Il.

The resistance was reflected in a reduction of the para-
site burden as well as in the stability of several hematologi-
cal parameters in the controls.

Nevertheless it would be necessary to coninue the
observations with a larger number of animals.

Key Wodrds: CATTLE. FASCIOLA HEPATICA, GAMMA
RADIATION

INTRODUCCION

Es conocido el grave problema que representa Fas-
ciola hepatica para muchos palises del mundo, los cuales
se encuentran en etapas avanzadas de la lucha.

En nuestro pals, se han realizado estudios que de-
muestran la alta tasa de prevalencia (52,5-59,1 %) en bovi-
nos faenados para exportacién y su presencia como zoo-
nosls parasitaria. (1) (14).

La infestacién de animales suceptibles, depende fun-
damentalmente de: |la existencia de protadores que elimi-

* Tec. Agrop. CIVET "Miguel C. Rubino®, cc 6577, Mdeo.

nen huevos de F. hepatica, la presencia del huésped inter-
mediario Limnaea viatrix y de la coincidencia del pastoreo
de animales suceptibles en areas contaminadas con meta-
cercarias.

En bovinos lactando, resulta riesgoso realizar dosifica-
ciones con fasciolicidas debido a su eliminacién por leche y
su consiguiente riesgo para la salud publica.

Por otra parte, animales sometidos a régimen de alta
preduccién, pueden resultar ser los mas perjudicados por el
ataque parasitario. En estos casos, podria resultar benefi-
ciosa la utilizacién de infestaciones con metacercarias irra-
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diadas destinadas a aumentar la resistencia de los bovinos
en areas de riesgo.

Estudios preliminares han demostrado en ratas y bovi-
nos, una significativa resistencia al desafio experimental
con F. hepatica en animales previamente inmunizados con
dosis orales de metacercarias Irradiadas a nivelesde 3y 4
Krad de rayos gamma. (10) (13).

Hughes, Hanna y Doy, 1982, demostraron que éstas
metacercarias irradiadas, generan una respuesta humoral
. aantigenos TOy T1 producidos por metacercarias y esta-

dios juveniles y -en menor extension- a antigenos T2 produ-
cidos por fasciolas adultas. (10)

No esta claro, sin embargo, si éstos antigenos juveni-
les confieren una verdadera resistencia al huésped o si
solamente complementan la inmunidad celular conferida
por los antigenos localizados en el tegumento de |a fasciola
adulta. (5)

El objetivo del presente trabajo es observar el efecto
protector de metacercarias Irradiadas y determinar su
importancia en animales con experiencia previa con F.
hepatica.

MATERIALES Y METODOS.

El cultivo de caracoles y obtencion de metacercarias,
se efectud de acuerdo a las técnicas de rutina del Labora-
torio Veterinario Central de Weybridge, Inglaterra y que
fueron adaptadas en el CIVET "Miguel C. Rubino”. (15)

Las metacercarias enquistadas en papel celofan, fue-
ron mantenidas a 42C por 15 dfas hasta su utilizacién.

Las metacercarias destinadas a ser irradiadas, se
colocaron en frascos universales repletos de agua destila-
da. La irradiaciéon se desarrollo durante 5 minutos a una
intensidad de 3 Krad con rayos gamma de Cobalto 60,
segun metodologlia de la Agencia Internacional de la Ener-
gla Atémica y desarrollada por el Centro de Investigaciones
Nucleares (CIN).

Posteriormente fueron mantenidas a 42C durante 48
horas hasta su utilizacién; tanto las dosis de metacercarias
naturales como irradiadas, fueron administradas por via
oral en capsulas de gelatina.

Poblacién de interés

Se utiliz6 un total de 14 bovinos machos de 12 meses
de edad, provenientes del bioterio del CIVET "Miguel C.
Rubino™. Estos animales sin experiencia previa con F.
hepatica, al comenzar el ensayo fueron dosificados dos
veces con Rafoxanide a la dosis de 7.5 mg/Kg con interva-

los de 15 dias y mensualmente con Clorhidrato de Levami-
sol arazén de 5 mg/Kg contra parasitos gastrointestinales.
Durante el ensayo, los animales fueron alojados en un
potrero con bebederos artificales donde previamente se
hablia descartado la presencia del caracol L. viatrix.

Diseno Experimental

Experimento I:

Se utilizaron 6 bovinos los cuales se distribuyeron al
azar como sigue (Cuadro 1):

Grupo A: Tres bovinos se infestaron individualmente
con 500 metacercarias naturales (MN) a las 6 semanas

CUADRO 1. DISENO EXPERIMENTAL (experimento I).
TIEMPO GRUPO A GRUPO B
Dla0 - 1.000 MI
6 SEMANAS 500 MN 500 MN
18 SEMANAS Autopsia Autopsia

quedando sin reinfestacion.

Grupo B: Al dia 0, tres bovinos fueron inmunizados
con 1000 metacercarias irradiadas (MI), siendo desafiados
a la sexta semana con 500 MN.

Ambos grupos de animales, fueron sacrificados a la
décimo octava semana.

Experimento II:

Se emplearon 8 bovinos que fueron infestados indlivi-
dualmente con 100 MN, para luego ser dosificados con
Rafoxanide (7.5 mg/Kg) a la décima segunda semana.
Posteriormente se dividieron en dos distribuyéndose al
azar como sigue (Cuadro 2):

Grupo C: Cuatro bovinos fueron desafiados con 500
MN a las 30 semanas post-infestacion.

Grupo D: Cuatro bovinos fueron desafiados con 1000
Ml alas 15 semanas y posteriormente con 500 MN a las 30
semanas.

Recoleccdion de Muestras
Desde el dla 0 post-infestacién se obtuvieron dos
muestras semanales de sangre yugular: con anticoagu-

CUADRO 2. Disefio Experimental (experimento I).
TIEMPO GRUPO C GRUPO D
Dia0 100 MN 100 MN
12 SEMANAS Rafoxanide Ratoxanide
15 SEMANAS 1.000 MI
30 SEMANAS 500 MN 500 MN
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Fig. 1 - Porcentaje de F. hepatica recuperadas en relacion
con la inteccion de metacercarias - Experimento |

54 %

0 Grupo 0

lante (ACD) para hematocrito; asi como sangre sola para
obtener suero.

Se efectuaron las determinaciones bloquimicas de
proteinas totales (Albumina y Globulina), Transaminasa
Glutamico Oxalacético (TGO), Gamma Glutamil Transpep-
tidasa (GGT) y Fosfatasa Alcalina Sérica (FAS). (19)

La recoleccion de F. hepatica en el higado se realizo
en primer término abriendo los canallculos mayores y con-
tando los parasitos adultos encontrados.

Luego, el parénquima hepético fue cortado en trozos
de 1 cm. y colocado en agua a 30°C tratando de localizar F.

hepatica inmaduras.

posteriormente, éstos trozos fueron triturados y pasa-
dos a través de un tamiz de 500 micras de apertura a efec-
tos de ubicar formas de F. hepatica.

El calculo de porcentaje de control se realizé a través
de la siguiente formula:
F. hepatica Testigos - F. hepatica Inmunizados  x 100
F. hepatica Testigos.

Los resultados de los grupos A y C de los experimentos |
y Il respectivamente, fueron considerados testigos para la
utilizacién de ésta férmula.

RESULTADOS.

En esta seccion, se describen separadamente los
resultados correspondientes a los experimentos | y Il.

No se realizaron estudios estadisticos debido a care-
cer de informacién previa acerca del comportamiento de
metacercarias irradiadas con F. hepatica en el Uruguay.

Experimento |

El cuadro 3 expresa el numero de F. hepatica colec-
tadas en la autopsia de cada animal para los grupos expe-
rimentales A y B.

El rango ¢orrespondiente al Grupo A fue de 12-31
parasitos y el gel Grupo B de 3-11. Este resultado arroja
promedios de 23 y 6.3 F. hepatica respectivamente, con
un procentaje de control relativo de 72,5 %.

En Figura 1 se muestra porcentualmente la relacion
final existente entre F. hepatica (MN + MI) y su recoleccién
en la autopsia. En el Grupo A se recuperé un 4.6 % de adul-

Fig. 2 - Valores de hematécrito promedio para los grupos experimentales A y B
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tos del total de metacercarias administradas, mientras que,
en el Grupo B, la recuperacion fue del 0.4 %.

En Figura 2 se expresan los valores promedio de
hematécrito para el conjunto de animales de los Grupos A
y B. En el Grupo A se parte de valores promedio del 37 %,
registrandose un descenso de 7 puntos en el momento que
serealiza el desafio con 500 MN (sexta semana). Enlasép-
tima semana post-infestacién, se registran los valores méas
bajgs del experimento con una caida de 10 puntos respecto
al valor inicial.

El Grupo B parte igualmente de valores de hematocrito
de 37 %, acusandoe una disminucién progresiva hasta llegar
ala mayor diferencia respecto al inicio de 9 puntos (octava
semana).

En las Figuras 3 y 4, se grafican los resultados corres-
pondientes a la relacion Albumina/Globulina (A/G), asl
como los valores de la enzima GGT.

La relacion A/G, descendié para ambos grupos luego
del desaflo con MN y MI mantenléndose a partir de la
décimo octava semana por debajo de sus valores norma-
les.

Durante todo el experimento las enzimas analizadas
presentaron ligeras variaciones en relaciéon a los valores
normales. Sélo la GGT mostré una marcada elevacion a
partir de la octava semana post-infestacion.

Experimento Il

En el Cuadro 4 se muestra el nimero de F. hepatica
recuperadas enla autopsia para los grupos experimentales
CyD.

El rango correspondiente al grupo C fue de 18-108 F,

hepatica y para el Grupo D, de 10-32. Por razones ajenas
al ensayo, dos de los animales del Grupo D, fueron elimina-
dos luego de Iniclado el experimento por lo cual no se dis-
pone de los datos de autopsia.
Con los contajes de parasitos disponibles en cada grupo
experimental, se obtuvieron valores promedio de 63,7 y 21
F. hepatica en los grupos C y D respectivamente, con un
procentaje de control de 83 %.

De la observacién de la Figura 5, se ve que, la relacién
porcentual de F. hepatica recuperada en los grupos Cy D,
fue de 10.6 y 1,3 % respectivamente.

En la Figura 6 se muestra la evolucién del hematécrito
promedio para los dos grupos experimentales. Los valores
fueron siempre ligeramente superlores para el Grupo C que
para el D. El rango obtenido para toda la experiencia fue de
26-44 para el grupo sin inocular y de 24-38 para el inocula-
do.

En las Figuras 7 y 8, se registran los resultados corres-
pondientes a la relacién A/G asl como el andlisis respectivo
para los Grupos C y D de la enzima GGT.

Como en el Experimento |, no se observaron diferen-

CUADRO 3. Numero total de F. hepatica colecladas por
bovino enlos grupos experimentales Ay B,
Grupo N® de Ternero Fasciolas Colectadas
A 1.558 26
A 1.568 31
A 1575 12
B 59 3
B 1.559 11
B 1574 5
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cias de importancia en los valores de TGO y FAS. Para sl
casodela GGT, se produjo un aumento a partirde la octava
semana alcanzando los picos mas altos en tormno a la
décimo segunda y décimo quinta semana respectivamen-
te.

Se finaliza este experimento. con valores ligeramente
superiores para el Grupo C.

Con respecto a la relacion A/G. se observd un des-
censo luego de la infestacién con metacercarias naturales
pasando, a partir de la décimo octava semana. a situarse
en valores por debajo del limite normal de ambos grupos.

DISCUSION.

Un numero consliderable de estudios, han demostrado
la capacidad del bovino para desarrollar resistencia a Fas-
ciola spp luego de sucesivos desaffos de campo, asl como
a partir deinfestaciones artificiales con metacercarias natu-
rales o irradiadas. (3) (6) (10) (12) (13).

Aunque los resultados obtenidos con metacercarias
Irradiadas han sido muchas veces disimiles, el andlisis
general de éstos estudios, marca la tendencia de que altos
niveles de irradiacién con rayos gamma alteran su capaci-
dad inmunogénica al ser administrados en bovinos sucep-
tibles (13). El nivel de irradiacion de 3 Krad utilizado en este
ensayo, mostré coincidentemente con otros estudios ser
eficiente en prevenir la mayor parte de un desafio posterior
de 500 MN, a la vez de lograr una mayor estabilidad de
algunos parametros hematolégicos utilizados como medi-
da. (13) (18) (20).

Dentro de éstas consideraciones comunes para los
experimentos | y Il, existen situaciones particulares que es
necesario destacar.

Experimento |

Este experimento intenta simular la situacion de bovi-
nos a campo, que llegan a su primer ano de edad, sin expe-
riencia previa con F. hepatica. Esta situacion suele ser
comun en Uruguay, donde el productor mantiene el ganado
por tiempos variables en campos de recria, sin conocl-
miento exacto de qué potreros son fuentes de Infestacién
de F. hepatica.

El grupo A, que actué como testigo sin inocular en éste
experiemnto, desarroll6 luego de un desafio con 500 MN un
promedio de 23 F. hepatica. Si bien este resultado se
encuentra por debajo de lo normaimente esperado con
infestaciones experimentales en animales sin experiencia
previa, al ser comparado con el grupo B, que fué inoculado
con 1000 MI, se observo un porcentaje de control relativo
del 72,5 %. (16)

Este control adquiere especial relevancia si se tiene en
cuenta que ambos grupos contaban en el momento del
desafio con iguales antecedentes de cria, edad y condicio-
nes experimentales (clima-alimentacién-manejo). En éste
caso. la Unica variable de importancia entre ambos grupos
fue la inoculacion del Grupo B con metacercarias irradia-
das. Por lo cual se puede asumir la diferencia, como con-
secuencia de la inmunidad adquirida.

Uno de los problemas imputables a la inoculacién de
bovinos con metacercarias irradiadas a bajos niveles de
rayos gamma es que, algunos de los parasitos, logran com-
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CUADRO 4. Numero total de F. hepatica colectadas por
bovino en los grupos experimentales Cy D
Grupo N®de Ternero Fasciolas Colectadas
c 64 18
Cc 68 43
cC 1.565 108
(o 1.733 86
D 1.560 10
D 1.982 32
D 1.564 -
D 1.555 -

pletar su ciclo llegando a F. hepatica adultas capaces de
poner huevos y contaminar las pasturas. (17)

Esto se debe a la interaccién de los propios mecanis-
mos de resistencia que operan en el bovino y que son
muchas veces dificiles de regular a través de distintos nive-
les de irradiacion. (8)

Segun Doyle, 1971, (7) los mecanismos de resistencia
comienzan a las 16 - 20 semanas post-infestacién manifes-
tandose por:

-Una disminuci6n de las formas migratorias que llegan
al higado a través de la cavidad abdominal.

-Un retardo o inhibicién de su desarrollo.

-El retardo o inhibicién de su desarrollo.

-El retardo o inhibicién de su migracion en el parénqui-
ma.

-La eliminacionde F. hepatica establecida enlos cana-
liculos.

-La supresion en la produccion de huevos.

De acuerdo al diseno del Experimento |, el desafio del
Grupo B se efectud a las 6 semanas y la autopsia de los
bovinos a las 18 semanas. El tiempo transcurrido entre el
perfodoinoculacién-desafio y el hecho de no encontrar nin-
guna F. hepatica inmadura en los higados examinados,
hacen suponer que los factores de resistencia involucrados
en este caso fueron la consecuencia de antigenos produ-
cidos por formas juveniles (del tipo TOy T1).

De un razonamiento indirecto de los resultados, tam-
bién se puede asumir que la cantidad de metacercariasirra-
diadas que lograron cumplir su ciclo en el Grupo B fue mini-
ma. En términos de unidades infestantes (MN + MI) sumi-
nistradas a ambos grupos se ve que, para el Grupo A, con
solo 500 unidades existid una recuperacion del 4.6 % de F.
hepatica adultas mientras que, al Grupo B con un desafio
tres veces mayor se obtuvo una recuperacion del 0.4 % del
F. hepatica que completaron su ciclo (Figura 1).

Este hallazgo no sélo habla a favor del poder imu-
négeno de las metacercarias Irradiadas sino que se ob-
serva la poca capacidad para desarrollarse y constituirse
en un agente diseminador de la enfermedad.

Fig. 3 - Relacién Albumina/Globulina para animales de los grupos experimentales A y B
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Fia. 4 - Valores de GGT para los grupos experimentales A y B
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Dentro de los parametros hematolégicos estudiados,
se observo:

-Hematocrito: La inoculacién con 1000 MI, no produjo
cambios de Importancia en los valores del hematocrito
antes del desaflo experimental con F. hepatica cuando fue
comparada con el grupo testigo sin desafio. Luego, si bien
no existieron mayores diferencias entre los valores de
ambos grupos, se observé una tendencia en el Grupo A a
disminuir sus valores a partir de la décima semana, mien-
tras que los valores del Grupo B, se mantuvieron estables.
Esto coincide con el comienzo de la maduracion de F.
hepatica en el grupo sin inocular (Figura 2).

-Relacion Albumina Globulina (A/G): Se observé un
neto descenso de este coclente inmediatamente a la infes-
tacién con metacercarias naturales en el Grupo A y alaino-
culacion con metacercarias irradiadas en el Grupo B (Fi-
gura 3).

Este descenso responde en parte a una respuesta
inmunolégica del huésped en ambos grupos, la cual se
debe compartir con el déficit forrajero que se produce alre-
dedor de las 14 - 20 semanas de comenzado el experi-
mento (Julio - Agosto).

En términos generales se puede afirmar que, los valo-
res obtenidos para la relacion A/G, concuerdan con los cita-

VETERINARIA 25 (103) - enero-marzo 1989

dos en la literatura para infestaciones experimentales con
F. hepatica. (2)

-Gamma Glutamil Transpeptidasa (GGT): Esta enzima
mostré, para ambos grupos un marcado aumento de su
actividad a las 8 semanas post-desafio, lo que coincide con
el perfodo de migracién larvaria a través del parénquima
hepatico. (11).

La tendencia de presentacion de los valores de GGT
durante el experimento, fue similar para ambos grupos lo
que indica que la inoculacién no fue un factor de agresiéin
importante para los bovinos (Figura 4),

Este concepto se ve reafirmado por los valores obteni-
dos en las primeras semanas post-inoculacién del Grupo B
y en el mantenimiento para ambos grupos de valores con-
cordantes con aquellos citados por |a literatura para bovi-
nos infestados con F. hepatica. (2) (4) (9) (18) (20).

No se comentaran los valores correspondientes a las
enzimas TGO y FAS, ya que no mostraron variaciones de
importancia en todo el experimento comportandose dentro
de los valores normales para la especie bovina.

Experimento Il
En este experimento se ha intentado simular la situa-
cién de bovinos J6venes que, durante su perfodo de recria,
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Fig. 5 - Porcentaje de F. hepatica recuperada en rela-
cion con la infeccion de metacercarias - Experimento |l
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ya han tenido alguna experiencia con F. hepatica.

El grupo C actué como testigo (experiencia previa al
tratamiento) representando una aproximacion de lo que
hace nuestro productor en campos infestados con F. hepa-
tica.

En la autopsia se recolecté un promedio de 63.7
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parasitos, nimero en cierta medida exagerado en virtud del
animal N2 1565 que desarrollé 108 fasciolas.

El Grupo D se inicié y se mantuvo en iguales condicio-
nes experimentales, la Unica varlacién fue la inoculacion
con 1000 MI que permitié un desarrollo promedial de 21
parasitos. En términos de control relativo, esto significa una
reduccion del 83.5 % frente a un mismo desatfio.

Si bién el resultado reafirma el concepto protector con-
ferido por

metacercarias irradiadas observado en el Experimento
I, no es posible sacar conclusiones definitivas acerca de la
capacidad de bovinos jovenes con experiencia previa para
desarrollar una mayor resistencia luego de ser inoculados.
Esto se debe a que el grupo D quedé reducido sélo a dos
animales en el momento de |la autopsia.

En términos de unidades infestantes (MN + MI) que
recibieron ambos grupos. se observé que el Grupo C con
un total de 600 MN administradas, desarrollé un 10.6 % de
F. hepatica adultas mientras que el Grupo D, con un desa-
flo 2.6 veces mayor (MN + MI) logré un 1.3 % de desarro-
llo (Figura 5). Esta diferencia Indica nuevamente la poca
capacidad de las metacercarias irradiadas en llegar a adul-
tasy, en consecuencia, ser agente diseminador a traves de
las materias fecales.

- Hematocrito: Ninguna de las variantes introducidas
enlos Grupos C y D produjo alteraciones de importancia en
el valor hematocrito promedio. Este se mantuvo dentro del
rango normal para la especie. (Figura 6).

- Relacion Albumina/Globulina (A/G): Los valores
de estarelacién, comienzan con una presentaclén similar a
la observada en los Grupos A y B para luego del tratamiento
bajar y mantenerse hasta el final de la experiencia, con
valores sub-normales para la especie. (Figura 7).
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Fig. 6 - Valores promedio de hematécrito para los grupos experimentales C y D

40 42
Semanas

] I
25 30 35

Es de destacar que estos valores para ambos grupos,
se encontraron determinados por un mayor aumento de la
fraccion globulina que por el de albuminas.

Sin embargo el Grupo D, no mostré en ningiin mom-
ento de la experiencia, diferencias que indicaran una mayor
respuesta imnunolégica con respecto al grupo sin inocular
pero con experiencia previa.

- Gamma Glutamil Transpeptidasa (GGT): Sigulé un
comportamiento similar al ya descripto para el Experimento
I, esta enzima mostr6 para ambos grupos, un importéante
aumento de su actividad 8 semanas luego del primer desa-
fio con 100 MN.

Luego de las 15 semanas y posteriormente a la inocu-
lacién del Grupo D con 1000 MI, se nota la misma tenden-
cla de presentacién en los dos grupos con valores prome-
dios muy cercanos a los considerados normales para la
especle (Figura 8).

El desaflo con 500 MN a las 30 semanas (15 semanas
luego de la inoculacion) produce un nuevo aumento de acti-
vidad de la GGT en ambos grupos. El aumento registrado
hacia el final de la experiencia, fue algo mas del doble para
el grupo sin inoculo.

Esto resuita coherente con la mayor maduracion regis-
trada en la autopsia comparativa.

Los valores de TGO y FAS no presentaron variaciones
de Importancia lo que hace dudar de su validez diagnédstica
a los niveles de infestacion manejada en los Experimentos
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Fig. 7 - Relacién Albumina/Globulina para los grupos experimentales C y D
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