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Sex identification of Schistosoma mansoni cercariae by chaetotaxy — The number and pattern
of argentophilic papillae (chaetotaxy) of Schistosoma mansoni cercariae, permits the differentia-
tion between the male and the female of this larval stage, through the following criteria,

— A greater homogenity in the male cercariae concerning the number of ventral and dorsal papil-

lae on the body and tail (C. V. = 4.1%), than in the female cercariae (C. V. = 18.3%) (F<0.001 .
— The presence in the 80% of the male cercariae of papillae on the inferior-right and left quadrant,

respectively, on the ventral surface; while this criterion is only present in the 40% of the female

cercarige (P < 0.001),

— A significative statistical difference (P < 0.001) between the average number of ventral body
papillae in the female cercariae (X = 11.9 + 0.2) and the male cercariae (X = 11.1 + (.3).
— A significative statistical difference (P < 0.05) for the average of the major distance between
the papillae AIL-AIIL for each cercariae in relation to the sex (3 =255 um, ® = 27.3 um).
Key words: Schistosoma mansoni — cercanial chaetotaxy — sex identification

La utilidad sistemadtica de las terminaciones
sensoriales ha sido puesta en evidencia en nuimne-
rosos grupos de invertebrados. En trematodos,
la misma fué sugerida por primera vez por
Vercammen-Granjean (1951), al estudiar las
cercarias de Schistosoma mansoni. En ese mis-
mo articulo, la autora introduce el término
quetotaxia por analogia de su uso en garrapatas,
para describir el numero y la disposicion de las
quetas en la superficie del cuerpo de esos artré-
podos. En ese sentido, su uso puede conside-
rarse etimoldgicamente inapropiado en cercarias
de trematodos, pues éstas no presentan quetas
en su superficie sino verdaderos cilios (Morris &
Threadgold, 1967; Halton & Morris, 1969,
Erasmus, 1967). Sin embargo, el término queto-
taxia, referido a dichas formas larvarias, tiene el
valor del uso que le han dado diversos autores
(Richard, 1971; Bayssade-Dufour, 1979a; Lam-
bert, 1972; Pino, 1983) y de la practicidad,
pues c¢on un solo término nos referimos al
numero y disposicion de las papilas argirdfilas
superficiales, sin implicaciones sobre su estruc-
tura y funcion.

La ya mencionada utilidad sistemadtica de la
quetotaxia cercariana, cuya sensibilidad ha per-
mitido la diferenciacidén entre cercarias de espe-
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cies congenéricas cuyos adultos son de taxono-
mia muy compleja (Pino, 1983), ha sido tam-
bién eficaz en diferenciaciones infraespecificas
(Bayssade-Dufour, 1977; 1979b; Pino et al.,
19864, b). Estas razones nos motivaron a plan-
tearnos la posibilidad de su uso en la diferencia-
cidn de sexos a nivel del estadio cercaria de
S. mansoni, 1o cual no ha sido posible lograrlo
mediante estudios morfolégicos tradicionales

(Paraense & Malheiros, 1949),

MATERIALES Y METODOS

Material biologico — Para el desarrollo del
presente estudio se utilizaron dos cepas de
Schistosoma mansoni, una obtenida a partir de
un humano infestado de la Isla de Guadalupe y
la otra de caracoles Biomphalaria glabrata pro-
venientes de un foco bilharziano existente en
el rio San Julidn dc¢ la ciudad de Caraballeda
(Municipio Vargas, Distrito Federal, Venezuela).
Ambas cepas han sido mantenidas desde hace
23 y 4 afios, respectivamente en el Laboratorio
de Bilharziosis del Instituto de Medicina Tropi-
cal de la Facultad de Medicina de la Universidad
Central de Venezuela (Caracas), mediante pa-
sajes sucesivos por ratones albinos de laborato-
rio (Mus musculus) y B. glabrata nacidas en el
laboratorio y procedentes del ya mencionado
foco de Caraballeda.



368

Metodos parasitologicos — El protocolo
experimental para lograr la diferenciacion de
sexos a nivel del estadio cercaria mediante la
quetotaxia cercariana (Fig. 1) consta de los
sigulentes pasos:

— Obtencion de miracidios: fué realizada a
partir de los huevos presentes en el higado
de los ratones, los cuales se habian sacrifica-
do por hiperextensién del cuello, luego de
la 8a a 9a semana post-infestacion. La ex-
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traccion y lavado de los huevos, asi como
la eclosion y concentracién de los miraci-

dios, se realiz6 segun la técnica cldsica
(Malek, 1985).

— Infeccion de los caracoles: para lograr una

produccidén unisexual de cercarias de S. man-
soni, fué requerida la infeccidbn monomiraci-
dial de 9 B. glabrata de tallas comprendidas
entrte 0,5 y 1 c¢m. de diametro. Detalles
técnicos pueden encontrarse en Malek
(1962) y en Césari & Incani (1987).

Caracterizacion gquetotaxi-
ra de cercarias @y ok

Ratén infestado experimentalmente

con S. mansoni

Obtencion de miracidias

Infeccion monomiracidial

de B. glabrata

Obtencion de cercarias

Infestacion experimental

de
ratones de laboratorio

Obtencion de vermes adultos

por perfusion

Fig. 1: secuencia de pasos contenidos en el protocolo experimental, para la diferenciacion de sexos a nivel del

estadio cercaria de Schistosoma manrsont.
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— Obtencion de cercarias: el éxito de la infec-
c10n de los caracoles puede ser evaluado a los
28 0 30 dias posteriores a la infeccién mono-
miracidial, pero como nos interesaba obtener
una produccion cercaniana abundante que
nos permitiera realizar la infestacidon experi-
mental de los ratones y la impregnacién de
una treintena de cercarias por cada molusco,
esperabamos hasta los 39 a 40 dias de la
mencionada inteccion para efectuar las emi-
siones cercarianas, exponiendo los caracoles
intectados a la luz blanca artificial.

— Infestacion experimental de ratones de labo-
ratorio. con las cercarias obtenidas de cada
molusco se infestaron un total de tres rato-
nes, a razon de 100 a 150 cercarias por cada
uno, siguiendo la técnica de infestacioén per-
cutanea por inmersion (Césari et al., 1987).

— Obtencion de vermes adultos: a las 7 a 9 se-
manas de la infestacion se sacrifican los
roedores con una dosis de 0,3 ml de pento-
barbital sédico al 5%, para cada uno. A dicha
solucion se le agregan 50 unidades de hepa-
rina/l ml de la solucién del anestésico
(Imbert-Establet, 1980). Mediante éste
método se logra la muerte del ratén a los
pocos minutos y se evita que la sangre se
coagule dentro de los vasos sanguineos, faci-
Iitando la salida de los esquistosomas. Los
cuales a su vez paralizados por 1a accién del
anestésico, se desprenden, sin dafiarse, del
endotelio capilar, siendo ficilmente arrastra-
dos hacia el higado, en el proceso de perfu-
sion hepdtica (técnica de Duwall & Dewitt,
1967). Los pardsitos adultos, obtenidos se
colorean con Carmin clorhidrico y se deter-
mina el sexo al cual pertenecen, al microsco-
pio Optico.

— Impregnacion de las cercarias con nitrato de
plata: tal como expresamos anteriormente,
un lote de las cercarias producidas por cada
caracol infectado, es destinado a la impreg-
nacion argéntica siguiendo la técnica descrita
por Combes et al. (1976) con algunas modi-
ficaciones, en el procedimiento y en la con-
centracién de la solucién de nitrato de plata,
la cual puede ser utilizada al 2%, en lugar del
5%, recomendado por los autores, sin dismi-
nuir la calidad de las preparaciones; detalies
procedimentales pueden ser encontrados en

Pino et al. (1986ay b).

A pesar de que las cercarias de S. mansoni
son relativamente faciles de estudiar debido a
que son delgadas y poco pigmentadas, es posi-
ble que no sean wvisibles todas las axas papilares
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en todas las cercarias impregnadas, dada la posi-

cion que las mismas tomen en el momento del
montaje en la ldmina portaobjeto. Por ésta
razon, veremos en los resultados que el tamaifio
de la muestra puede variar segin el caso.

La nomenclatura seguida para la denomina-
¢ion de las papilas en el estudio quetotdxico de
las cercarias, esla propuesta por Richard (1971).
A la clasica divisiOn, propuesta por esa autora,
del cuerpo cercariano en dos mitades (hemi-
cuerpos), mediante un eje imaginario longitudi-
nal, nosotros agregamos otra division mediante
un eje imaginario transversal, quedando el cuer-
po de la cercaria dividido en cuatro cuadrantes:
“A”, “B”, *C” y “D”, respectivamente, supe-
rior-izquierdo,  supernior-derecho,  inferior-
izquierdo e inferior-direcho (Fig. 2), lo cual
favorece las comparaciones entre cercarias sobre
posicion y nimero de papilas.

Fig. 2 quetotaxia ventral (V) y dorsal (D) de una
cercaria hembra de Schistosoma mansoni. A, B, C, ¥
D cuadrantes superior izquierdo, superior derecho,
inferior izquierdo e inferior derecho, respectiva-
mente.
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Analisis de los daros — Luego de conocido
el sexo de las cercarias mediante el estudio de
los adultos, se realizaron comparaciones para
los diferentes criterios quetotaxicos escogidos
entre las cercarias del mismo sexo pero de dife-
rente origen, para eliminar el posible efecto
cepa, seleccionando sélo aquellos criterios que
no manifestaran diferencias estadisticamente
significativas intrasexo.

Los intervalos de confianza de las medias y
de los procentajes, se calcularon en forma cldsi-
ca, segin formula suministrada por Schwartz

(1981).

Las pruebas de hipoOteses de la diferencia
entre dos medias que se utilizaron fueron las de
“t de Student”, en el caso de muestras de tama-
fio inferior a 30 y la de “z” para aquellas de un
tamafio superior a dicha cifra (Duncan et al.,
1977).

Para las comparaciones de procentajes se
empled la férmula recomendada por Rolan
(1973), para muestras de tamaifio inferior a 100,

Y finalmente, en las comparaciones de va-
rianzas se utilizé el “Test de comparacion de
varianzas por su diferencia” (Morales & Pino,
1987).

RESULTADOS

Las Tablas, I, II, III ¥ IV nos muestran los
resultados de las comparaciones previas entre
cercarias del mismo sexo pero de diferente ori-
gen, de las cuales solo resultd eliminado el ¢n-
terio “‘Porcentaje de cercarias con 12 papilas

corporales ventrales” por presentar diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05) entre
las cercarias hembras (Tabla III).

Entre todos los criterios analizados fueron
seleccionados como utilizables en la discrimina-
cion intersexual de las formas larvarias estudia-
das de §. mansoni:

— La homogeneidad de las varianzas del nime-
ro total promedio de papilas a nivel de
cuerpo y cola cercarianos, para el cual
resultaron significativamente menos varables
las cercarias machos que las hembras (P <
0,001) (Tabla V).

— El porcentaje de cercarias con cuatro papilas
en los cuadrantes “C” o “D” ventrales, La
Tabla VI nos muestra, que el 80% de las
cercarias machos presentan cuatro papilas en

— Diferencia
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los mencionados cuadrantes de la superficie
ventral, mientras que sélo ¢l 40% de las cer-

carias hembras presentan dicho caracter (P <
0,001).

— EI ntiimero total promedio de papilas corpo-

rales ventrales, el cual como vemos en la
Tabla VII, presentd diferencias estadistica-
mente significativas (P < 0,001), entre las
cercarias de los dos sexos.

estadisticamente significativa
(P << 0,05) para la mayor distancia promedio
entre las papilas “AIL” — “AlIL” de cada
cercaria en relacion al sexo: 8= 25,5 um
¢=273 um.

TABLA 1

Comparacion intrasexo entre los promedios de las
mayores distancias AIL-AIIL de cada cercaria (X),
pertenecientes respectivamente a las cepas Gudalupe
(A) y Caraballeda (B) de Schistosoma mansoni

Cercarias  Cepa 1 X i .
A 20 2790 3,99 tc
Hembras B 33 2690 524 073
(NS)
A 51 2566 4,69 Z
Machos B 32 2516 521 0,51
(NS)

numero de cercarias.
desviacidn estandar.
estadistico de prueba,
no significativo.

ITi

I |

Z,
Lo

TABLA 11

Comparacién intrasexo entre las medias aritméticas
del mimero total de papilas corporales ventrales (X),
entre cercarias pertenecientes a las cepas Gudalupe
(A) vy Caraballeda (B) de Schistosoma mansoni

Cercarias Cepa n X S E
A 20 1190 0,55 t-
Hembras B 33 1160 086 139
(NS)
A 38 1095 1,84 Z
Machos B 33 1136 078 1,86
(NS)
n numero de cercarias estudiadas.
S desviacion estandar.

g3l

| |

estadistico de pmeba.
no significativo,

Z,
!
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TABLA 111

Comparacion intrasexo entre los porcentajes de
cercarias de Schistosoma mansoni que presentan 12
papilas corporales ventrales, pertenecientes a las

cepas Guadalupe (A) y Caraballeda (B)

Cercarias  Cepa n P (%) Z
A 20 85,00 2.07
Hembras B 33 5757 (P <005
A 38 3947 1,60
Machos B 33 54.55 (NS)

nimero de cercarias estudiadas.
porcentaje de casos observados.
estadistico de prueba.

n
P
Z

TABLA IV

Comparacion intrasexo entre los porcentajes de
cercarias de Schistosorma mansoni que presentan
cuatro papilas en los cuadrantes “C™ 6 “D” ventrales
(P), pertenecientes a las cepas Guadalupe (A) y
Caraballeda (B)

Cercarias Cepa I P (%) Z
A 40 15,00 1,51
Hembras B 65 2769  (NS)
A 75 50,66 1,60
Machos B 67 3731  (NS)
n = numero de cercarias estudiadas.
Z = estadistico de prucha.

NS = no significativo.

TABLA YV

Comparacion de varianzas por su diferencia para ci
numero total promedio de papilas dorsales y ventrales
a nivel de cuerpo y cola (X), entre cercarias machos
y hembras de Schistosoma mansonit

Cercarias X 2 CV(%) n Z
Hembras 77,03 19976 18,29 56 E*
Machos 76.75 992 4.0 52 5,02
s = varianza
CV = coeficiente de variacion
n = numero de cercarias estudiadas
Z = estadistico de prueba

*
*
*

P < 0,001

371

TABLA VI

Comparacion entre los porcentajes de cercarias
hembras y machos de Schistosoma mansoni que
presentan cuatro papilas en los cuadrantes “C' 6 “D”
ventrales (P)

(Cercarias n P Z
Hembiras 75 40% 7.8
Machos 72 80% (P < 0,001)

n = numero de cercarias estudiadas.
Z = estadistico de prucba.
TABLA VII

Comparacion entre las medias aritméticas del numero
total de papilas ventrales (X), presentes en cercarias
hembras y machos de Schistosoma mansoni

{Cercarnias n XtIC S Z
Hembras 75 11,902 0,74 532
Machos 71 11,1 £0,3 094 (P<0,001)
n = numero de cercarias estudiadas
s = desviacion estandaz
IC = intervalo de confianza
Z = estadistico de prueba

TABLA VIII
Comparacion entre los promedios de las mayores
distancias AIL-AIIL de cada cercaria (X), entre
hembras y machos de esta forma larvaria de
Schistosoma mansorti

Cercarias n XzIC (Mm) s Z
Hembras 53 27,3033 4.7 2,24
Machos 83 2551026 4,8 (P<0,05)
n = numero de cercarias estudiadas
IC = intervalo de confianza
s = desviacion estandar
Z = estadistico de prueba

DISCUSION

Ha sido ampliamente demostrado que la
especificidad parasitaria en los trematodos no es
una caracteristica de la especie del pardsito sino
de sus diferentes estadios (Combes, 1982). El
hecho de que dicha especificidad sea estenoxe-
na con respecto a los moluscos hospedadores
intermediarios y eurixena respecto a los otros
hospedadores que participan en el ciclo, refuer-
za la hipotesis de muchos autores, de que los
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trematodos han sido primitivamente parasitos
de moluscos que conquistaron posteriormente

a los hospedadores vertebrados (Wright, 1971;

Pearson, 1972). Todo esto expiica la importan-
cia que tienen cn sistemdtica de trematodos, los
criterios establecidos a nivel de los estadios
intramolusco, entre los cuales se ubica la queto-
taxia cercariana. Esta mectodologia ha sido utili-
zada con éxito, tanto en la definicion o redefini-
cioén especifica como de taxones mas elevados,
tal como lo demuestran los trabajos Richard
(1971), Bayssade-Dufour (1979a) y Pino
(1983}

Es generalmente admitido, que las diferen-
ciaciones infraespecificas requieren de un trata-
miento estadistico de los datos de observacion
(Géry, 1962; Macko, 1983). En efecto, a pesar
de que la quetotaxia ha sido utilizada de manc-
ra descriptiva cuando sc¢ trata de definiciones de
niveles taxonomicos superiores al especifico, a
la hora de realizar discriminaciones entre cepas,
como en ¢l caso de Schistosoma mansoni {(Bays-
sade-Dufour, 1977, 1979b: Pino et al., 1986 a,
b) ha sido necesario recurrr al analisis estadisti-
co de la valiosa informacién cuantitativa-cuali-
tativa aportada por la quetotaxia. En dicho
trematodo ese tipo de anaiisis s¢ ve favorecido
debido a que en general el numero de cercarias
emitidas por molusco infectado es suficiente-
mente grande, como consecuencia de los pro-
cesos de reconversion de generaciones cercaria-
nas y de esporoquistes {Théron, 1982; Théron
& Jourdane, 1979).

Mediante un cstudio muy detallado del tegu-
mento de la cercania de S, mansoni, Short &
Carttret {1973), ademds de aportar informacion
precisa sobre numero, disposicion y estructura
de los rcceptores sensoriales tegumentarios, tra-
tan de detectar diferencias cntre cercarias hem-
bras v machos de S. mansoni mediante la queto-
taxia. Este ultimo objetivo no es logrado en ¢l
trabajo de los mencionados autores, debido en
nuestra opinion, a que no realizan un trata-
micnto estadistico de los datos obtenidos.
Nosotros utilizando la estadistica como herra-
micnta complementaria de la quetotaxia, logra-
mos e¢stablecer entre las cercarias dec ambos
sexos del mencionado parasito, un total de
cuatro criferios diferenciales. El primero de los
cuales, vinculado a la homogeneidad de los
valores, yva que¢ a pesar de no haberse encontra-
do diferencias significativas entre las medias
del namero total de papilas ventrales y dorsales,
situadas sobre el cucrpo y cola cercarianos,
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detectamos una notable diferencia entre sus
respectivas varianzas (Z = 5,02, P<C0,001). Otro
criterio estuvo relacionado con la frecuencia
del caracter *‘cuatro papilas en los cuadrantes
C 6 D ventrales™ el cual es dec indudable utilidad
debido a que resulto ampliamente dominante
en las cercarias machos (& = B0%; ¢ = 40%).
Los dos criterios restantes fueron establecidos
en base a medias aritméticas: el nitmero prome-
dio de papilas corporales ventrales y la mayor
distancia entre las papilas AIL y AIIL para cada
cercaria.

Mediantc otras técnicas mds sofisticadas se
ha logrado también la discriminacion interse-
xual de las cercarias de S. mansoni:

La técnica de la Banda **C”, la cual permite

detectar una heterocromatina en el cromo-

soma “‘W”’ del nicleo en interfase de las
hembras, que no estd presente en ¢l de los
machos. Este dimorfismo sexual fué¢ demos-
trado en los nucleos de miracidios, esporo-
quistes y adultos, pero no permitio la dife-
renciacion de sexos en . haematobium,

S. japonicum, mi en Schistosomuatium dou-

thitti (Liberatos & Short, 1983).

— La otra técnica, emplea marcadores clo-
nales de ADN en genes ribosomales, y ha per-
mitido la discriminacidon no sélo entre sexos,
sino también entrc cepas del género Schisto-
soma (Mc Cutchan et al., 1984).

La aplicabilidad de una u otra técnica para
la diferenciacién de sexos en cercarias de
S. mansoni, dependerd de los recursos de cada
laboratorio en cuanto a equipos, personal espe-
cializado, etc. En lo que respecta a la quetota-
Xia cercariana representa una alternativa, indu-
dablemente mds econodmica y simple; en tanto
que las técnicas de biologia molecular, a pesar
de su precision, se ven limitadas debido a la
complejidad de su metodologia y a sus reque-
rimientos de equipos sofisticados; por lo cual
se hace necesario, tal como lo plantean Rol-
linson et al., {1986), para que tengan un uso
mds difundido y rutinario quc simplifiquen
sus procedimientos mediante el desarrollo de
nuevas técnicas que permitan ¢l analisis rapido
de pequefias cantidades de material biolégico
y ¢l uso de un equipo mas simplificado.

En todo caso, los estudios de diferenciacion
de sexos tienen interés por si mismos, desde el
punto de vista basico 0 fundamental pero tam-
bién tienen una importancia aplicada, ya que
pueden ser de utilidad cn:
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— El sexaje inmediato de cercarias de S. man-
soni recién emitidas, obvidndose el uso de
animales de laboratorio y la espera del lapso
de tiempo correspondiente,

— La determinacion de posibles diferencias
entre cercartas hembras y machos en cuanto
a: infestividad o agresividad (capacidad de
invasion al hospedador vertebrado), ampli-
tud y duracidn de la producciéon cercariana,
horas de mdxima emision, ritmos de emer-
gencia, periodo prepatente intramolusco,
diferencias entre tallas de hospedadores
intermediarios que alberguen predominante-
mente a cercarias de uno y otro sexo, ete.

El avance del conocimiento en muchos de
los aspectos mencionados, podria tener aplica-
cion en el desarrollo de estrategias racionales
de control de la esquistosomiasis.

RESUMEN

Utilidad del andlisis estadfstico de la queto-
taxia cercariana, en la diferenciacion de sexos
de Schistosoma mansoni — El nimero de papi-
las argirdfilas superficiales y su modelo de dis-
posicion en el tegumento de las cercarias
(quetotaxia) de Schistosoma mansoni nos per-
miti¢ diferenciar los sexos a nivel del menciona-
do estadio larvario, mediante los siguientes cri-
ter1os:

— Mayor homogeneidad en las cercartas ma-
chos, en cuanto al numero total de papilas
ventrales y dorsales a nivel de cuerpo y cola
cercarianos (C. V. = 4,1%), que en las cerca-
rias hembras (C. V. = 18.3%) (P < 0,001).

— Presencia en el 80% de las cercarias machos
de cuatro papilas en los cuadrantes “C” &
“D” (inferior-izquierdo e inferior-derecho,
respectivamente) ventrales, mientras que
dicho caracter sélo estd presente en el 40%
de las cercarias hembras (P < 0,001).

— Diferencia  estadisticamente  significativa
(P < 0,001) entre el nimero total promedio
de papilas corporales ventrales de las cerca-
rias hembras (X = 119 £ 0,2) y el de las
cercarias machos (X = 11,1 £ 0,3).

— Diferencia  estadisticamente  significativa
(P < 0,05) para la mayor distancia promedio
entre las papilas AIL y AIlIL, de cada cerca-
ria, en relaciéon con el sexo (=255 um #
0,33:9 =273 um*0,26).

Palabras claves: Schistosoma mansoni — quetotaxia
cercariana — diferenciacion sexual
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