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I. INTRODUCCION

La fasciolosis es un proceso de interés médico y veterinario. En el
aspecto veterinario, destaca como una de las helmintosis mas importantes,
por causar dafios directos en los rebafios, (muerte por fasciolosis
aguda, a consecuencia de la invasién masiva del higado) o indirectos,
(fasciolosis subclinicas con disminucién notable de la normofuncionali-
dad hepética, animales depauperados, con menor produccién de lana,
leche, etc.). A todos estos factores, se suman las pérdidas ocasionadas
por el decomiso de higados intensamente parasitados (CorLoma 1955,
Garcia Diez 1964).

En nuestro 4mbito —Provincia de Leén—, el 55,9 % de los ovinos
mayores de dos afios y el 70,9 % de los bovinos de més de cinco, se en-
cuentran infestados (DEL Rio 1967). También se ha diagnosticado en
fecha reciente un caso de fasciolosis humana (MARTINEZ 1969).

Pensamos que cualquier procedimiento de lucha contra la enfer-
medad, se puede realizar, bien sobre el hospedador definitivo (irata-
miento de los animales parasitados) bien, sobre los hospedadores inter-
mediarios (Lymnaea spp.). Por esta causa, consideramos, que todo intento
de profundizar en el conocimiento de las relaciones parasito-hospedador,
en cualquiera de las fases del ciclo biolégico de fasciola, conducird a
mejorar los procedimientos de lucha o a aumentar su eficacia o su
extension.

El presente trabajo, trata de llegar a conocer las relaciones intimas,
parésito-hospedador  intermediario, a nivel tisular. Estudiamos la histo-
patologia del desarrollo de las fases larvarias del tremétodo, en los mo-
luscos Lymnea truncatula y L. palustris.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Ante el planteamiento del problema en estudio, haremos una revisién de la
bibliografia concerniente a ‘las relaciones trematodo-molusco, en cuanto a las le-
siones histopatolégicas. Comenzaremos analizando los trabajos realizados con mo-
luscos y tremitodos bastante alejados de Fasciola, para seguir con Schistosoma
spp. y sus hospedadores, y finalizar con Lymnaea spp. con Fasciola hepatica.

La razén que aconseja esta revisién consiste en que, aunque los moluscos y
treméitodos en estudio estin muy alejados taxonémicamente de los que nos intere-
san, las lesiones pueden ser parecidas, especialmente en lo que se refiere a los efec-
tos trauméticos y de masa de infestacién. No obstante, seguimos en la revisién un
enfoque taxonémico, desde las formas* méas alejadas a las mis préximas, para fina-
lizar con los escasos trabajos que se han realizado sobre Lymnaea spp. y Fasciola.

Como quiera que nuestro estudio se realiza no sélo en el hospedador normal
de Fasciola hepatica para Europa, Lymnaea truncatula, sino también en Lymnaea
palustris, se revisa la bibliografia, copiosisima, sobre los hospedadores normales y
experimentales de Fasciola hepatica en el mundo. En esta revision se respeta la
nomenclatura utilizada por los autores. Es légico pensar que, en muchos casos,
las especies de moluscos citadas, pertenecen a la sinonimia, pero no podemos en-
trar en discusién, debido a que seria necesario en cada caso disponer de los mo-
luscos en cuestién.

2. 1. HISTOPATOLOGIA DE LAS FASES LARVARIAS DE TREMATODOS
DISTINTOS A F HEPATICA SOBRE SUS HOSPEDADORES INTERMEDIARIOS

Dentro de la bibliografia mundial, pueden recogerse numerosos trabajos de-
dicados a estos aspectos. Se ocupan tanto del conocimiento de las lesiones histo-
patolégicas, provocadas por las fases larvarias, como del comportamiento parésito
hospedador, en variadas condiciones.

Tremdtodos diversos.

Faust (1920), hizo un estudio histopatolégico de la glindula digestiva de los
gasterépodos parasitados naturalmente por fases larvarias de distintos tremétodos.

Las especies estudiadas fueron: Planorbis guadalupensis, Phisopsis africana,
Planorbis trivolvis y Physa spp. ;

Hace primeramente una descripcién de la estructura normal de la glandula di-
gestiva de los gasterpodos, llegando a la conclusién de que solamente existen dos
tipos celulares: las células mucosas y las células hepéticas. g

En caracoles infestados, observa que las larvas que penetran en el miisculo del
pie, nunca alcanzan el estado de desarrollo. Por el contrario, las que alcanzan los
espacios lacunares hematicos no se alteran, ni lesionan los tejidos del hospedador
hasta que, en su desarrollo, llegan a la glindula digestiva.

La produccién de cercarias en la glandula digestiva ejerce presién sobre los
tabulos, llegando a colapsarlos e impidiendo la provisién de alimentos. Esta accibén
mecénica es lo més notorio del parasitismo.

Por procedimientos histoquimicos, comprueba que en las células del hepato-
pancreas normal abundan las sustancias de reserva (glucégeno, grasa, ect). La si-
tuacién de estas sustancias cambia con el parasitismo. En las glandulas digestivas
parasitadas, las células son pobres en estas sustancias, apareciendo, sin embargo,
en los espacios extracelulares y en los pardsitos. Es un reflejo de la accién depre-
dadora del verme.
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Los productos excretados por el parésito, son recogidos dentro de vacuolas,
las cuales caminan del polo apical a la luz de los tibulos. Como esta funcién
de expulsién es limitada, tales sustancias provocan cambios liticos en las células.

Aparecen, en principio, densos conglomerados de detritus entre el nicleo y el
polo' apical de las células, actimulos que, finalmente, se dispersan por todo el ci-
toplasma.

Posteriormente ocurren cambios patolégicos en el niicleo, tal como la forma-
cién de husos multiformes. v

Observd, finalmente, que la glandula digestiva del molusco puede resistir una
infestacién masiva durante un tiempo més largo que el higado de los vertebrados,
con recuperaciones ripidas. Esto sugiere un mayor poder de adaptabilidad y un me-
jor indice regenerativo, basado en una organizacién més simple.

La comparacién que establece, entre la histopatologia de los tremditodos, en
la glindula digestiva de los hospedadores intermediarios y en el higado de los ver-
tebrados, parece més bien un simil did4ctico que un reflejo de la realidad.

AcersBORC (1924) demostré cémo los caracoles de agua dulce Physa gyrina
y Planorbis trivolvis, infestados con larvas de trematodos, responden a la infes-
tacién con una hipersecrecién celular, posiblemente originada en el nicleo y acu-
mulada en el citoplasma, que finalmente es expulsada a los espacios intercelulares.
Probablemente estos productos de secrecién celular tengan una funcién neutrali-
zante frente a las excreciones del parisito.

La glindula digestiva puede presentar un aspecto fisiolégico normal, a pesar
de estar fuertemente parasitada.
Finalmente, reconoce varios estados de infestacién:

1°). Cuando el parasito invade al hospedador, los tejidos se arrugan, hacién-
dose dificil las manipulaciones histolégicas.

2.°). Secrecién de la mencionada sustancia granular.

3.°). En infestaciones masivas, desintegracién de los tejidos del caracol. Obser-
va, a veces, la transformacién o metaplasia del epitelio cilindrico de la glandula
digestiva, en escamoso.

4.°). Si el hospedador no se muere durante la tercera etapa, se puede observar
una regresién de las lesiones hacia la normalidad, una vez eliminado el parasitismo.

Rees (1931) estudié las alteraciones producidas en Patella vulgata por Cercaria
patellae, considerando que los dafios fisiologicos son superiores y més importantes
que las alteraciones mecénicas. Los érganos invadidos disminuyen su funcién espe-
cifica, empledndose en la eliminacién de los productos téxicos del parisito, pro-
ceso que conduce a la atrofia de los tejidos.

ReEs (1936) estudi6é los efectos producidos por distintas larvas de trematodos
en los tejidos de Littorina littorea, sefialando dafios por accién mecénica en érga-
nos como las branquias y rifiones y dafios fisiolégicos en la génada y glindula
digestiva. Las alteraciones en estos tltimos érganos estin en funcién de factores
tales como la naturaleza de las larvas (esporocistos o redias), su tamafio y el blo-
queo producido por ciertos esporocistos inactivos.

En determinados casos, aprecia alteraciones de tipo mecénico en la génada,
por la accién depredadora del parasito. En estos casos, la glindula digestiva estd
afectada indirectamente, bien por la presién ejercida por las redias, o por la pér-
dida de sustancias nutritivas, o bien, por la enorme produccién de material de desecho.
Este dltimo caso lo encuentra en Littorina littorea cuando es atacada por redias.
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Cuando es afectada por esporocistos, en vez de redias, la génada Presenta le-
siones de tipo jndirecto, semejantes a las producidas en la glandula digestiva en
infestaciones por redias.

Dawes (1946), con respecto al parasitismo de tremitodos, sobre los hospeda-
dores intermediarios, revisé los problemas de cambio de sexo, crecimiento anormal
y gigantismo.

James (1965) estudié el efecto del parasitismo por cinco especies de trema-
todos sobre la gldndula digestiva de Littorina saxatilis tenebrosa (Mont.). Los
efectos producidos por el parasitismo fueron de dos tipos.

1°).—Bloqueo por compresién de la luz de los tibulos de la glandula digestiva.
Las células situadas por encima del bloque, sufren autolis por hambre.

2°)—ZEn los tdbulos de la glindula digestiva que no estén afectados directa-
mente por el bloqueo, aparece una reaccién en los glébulos de reserva Yy un aumento
compensador en el nimero de vacuolas. Por otra parte, se observa un aumento
de células secretoras, quizd con la misién de eliminar del hemocele las sustancias
de excrecién del parédsito. Todo este conjunto de lesiones, no directamente re-
lacionadas con la accién mecinica del trematodo, puede llamarse «efectos fisiols-
gicos del parasitismo».

La extensién de las lesiones viene dada por la circunstancia expecifica del
sistema estudiado. Depende de la velocidad de crecimiento del parasito, en relacién
con la duracién de la vida del hospedador y del momento de iniciacién del para-
sitismo. También de la movilidad de los sacos germinales. Finalmente, como en
todos los parasitismos, del grado de acomodacién de las relaciones parasito—hospe-
dador.

La destruccién de la glindula digestiva puede tener otras causas, ademés de
la autolisis por hambre debida al blogueo, tales como la ingestién directa por las
redias y el acimulo de sustancias de desecho de origen parasitario.

Planorbis (sens. lat.) y Bulinus spp.

Faust y HorrMann (1934) afirmaron que la emigracién de la primera gene-
racién de esporocistos de Schistosoma mansoni a través de los tejidos de Australor-
bis glabratus producen muy pocos dafios debido a que en esta fase el niimero de
esporocistos es muy pequefio.

Posteriormente, la maduracién répida de las cercarias y su desplazamiento
hacia las porciones distales del caracol, originan un gran aumento de la presién
sobre la tanica propia.

PorTER (1939) hizo un estudio histolégico de la glandula digestiva de los dis-
tintos moluscos que pueden actuar como hospedadores de tremétodos, especial-
mente esquistosémidos en Sudéfrica.

La considera constituida por una serie de tibulos, a veces no ramificados, pero,
en general, con cardcter racemoso. Los tibulos estin constituidos por un epitelio
glandular y unidos entre si por tejido conjuntivo intersticial, en el seno del cual
existen ramas de la arteria hepética, capilares biliares, lagunas hematicas y algu-
nas fibrillas nerviosas.

Posteriormente, estudia las lesiones histopatolégicas inferidas en la glandula
digestiva de Bulinus africanus por Schistosoma haematobium. Describe la penetra-
cién del miracidio en el tejido conjuntivo intersticial, con sus células ciliadas.

En infestaciones masivas, los esporocistos llegan ripidamente a la gldndula
digestiva. Los tiibulos al ser comprimidos, disminuyen su luz considerablemente.
Las células epiteliales aparecen vacuolizadas, desapareciendo la tipica disposicién en
empalizada, y adquiriendo finalmente, aspecto estratificado.
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Cuando el parésito crece, ocurre histolisis del conjuntivo intersticial y de los
propios titbulos hepéticos, que aparecen reemplazados por parasitos.

MaLponNaDO y Acosta MaTiENzO (1947), describieron el desarrollo larvario de
Schistosoma mansoni, en el hospedador intermediario Australorbis glabratus.

Estudian la penetracién de los miracidios en el molusco, observando que se
realiza por perforacion de la epidermis de los érganos cefalopodales, tentdculos
y collar del manto. Lesién primaria de la infestacién.

El caracol puede ser infestado simultineamente por numerosos miracidios,
degenerando muchos de ellos en los primeros dias.

La reaccién de los tejidos del caracol, se traduce en una fuerte tumefaccién,
que aparece al cuarto dia de infestacién, creciendo en tamafio a medida que van
avanzando en edad. No describe ningin otro tipo de lesiones.

NewTton (1952), realizé un estudio sobre el comportamiento de los tejidos de
dos cepas de Australorbis glabratus (una procedente de Puerto Rico y otra del
Brasil), a la infestacién con Schistosoma mansoni.

La primera diferencia fue el escaso poder de infestacién de Schistosoma man-
soni de Puerto Rico, para A. glabratus de Brasil.

En las cepas de Puerto Rico, el pardsito se desarrollé sin ninguna in-
terferencia por parte del caracol. Por el contrario en los ejemplares de Brasil
el parasito es destruido y desaparece generalmente dentro de las 24-48 horas des-
pués de la penetracién.

La respuesta tisular se traduce en la presencia de un infiltrado celular alre-
dedor del parisito, asi como la formacién de una reaccién de tipo conjuntivo.

VasconceLLos (1957), estudié el desarrollo de las formas larvarias de Schis-
tosoma mansoni en Australorbis nigricans, hospedador de eleccién para la estirpe
de tremétodo utilizada en la experiencia.

Durante la penetracién, el comportamiento de los miracidios es el mismo para
ambas especies. Tras ella, mientras que en A. glabratus, caminan algin tiempo por
los espacios lacunares, en A. nigricans se desarrollan en las proximidades del punto
de entrada.

La presencia de miracidios (sic) en los tejidos de A. nigricans provoca la in-
fluencia de numerosos amebocitos, que tienden a envolverlo. Considera el autor que
estas células tienen una doble procedencia: de los tejidos préximos al punto de pe-
netracién e implantacién, y de la corriente sanguinea.

En reacciones menos recientes, observé histolisis en los esporocistos, caracteri-
zada por picnosis primero y destruccién después, de los niicleos de las células ger-
minativas. Apreci¢ también cambios del citoplasma, el cual se torna ligeramente
acidoéfilo, con presencia de granulos.

En fases mas avanzadas, comprobé modificaciones de los amebocitos; se alar-
gan tomando aspecto fibroso y aumentando su poder fagocitario. Vio més tarde,
cémo desaparece el aspecto fibroso con retorno a su forma primitiva, presentando
tnicamente granulaciones citoplasmaéticas, semejantes a los grinulos de melanina.

Los amebocitos con su forma primitiva ya, se dispersan por los tejidos vecinos,
terminando la reacci6n sin dejar en los tejidos alteracién alguna.

Por el contrario, la presencia de miracidios en los tejidos de A. glabratus,
no da lugar en las primeras horas, a la presencia de amebocitos, como si los tejidos
del hospedador no se apercibieran de que contienen larvas.

En fases més avanzadas, cuando son irreconocibles los restos del parésito, el
foco es invadido por los amebocitos.
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El autor concluye seialando que, 4. nigricans de la poblacién estudiada, ori-
ginarios de Rio de Janeiro, son altamente resistentes a la infestacién por las cepas
de S. mansoni de Belo Horizonte, los miracidios completan su desarrollo, no ha-
biéndose nbservado sefiales de reaccién por la presencia de larvas.

Supp (1960) estudié cuatro especies diferente de esquistosomas, dos de aves
y dos de mamiferos, frente a hospedadores normales y anormales. Observé el com-
portamiento de los miracidios frente a uno y otro tipo de hospedadores y las reaccio-
nes tisulares posteriores a la penetracion.

Denomina comportamiento Tipo 4, cuando el miracidio se fija en el cuerpo
del caracol, pareciendo penetrar. Esta circunstancia es caracteristica de los hos-
pedadores normales, si bien el autor admite que también puede darse en hospe-
dadores no habituales, independientemente de la evolucién posterior del miracidio.

Comportamiento Tipo 3: el miracidio entra en contacto con los tejidos del ca-
racol, se mueve ripidamente, sale nadando e intenta posteriormente la penetracién.

Comportamiento Tipo 2: los miracidios realizan repetidas acciones de penetrar
y salir nadando, sin que, finalmente, se establezca la penetracién definitiva.

Comportamiento Tipo 1; Los miracidios parecian ignorar la presencia de los
caracoles y si, accidentalmente se producia contacto, nadaban en direccién contraria.

Estos dos dltimos tipos de comportamiento fueron observados por el autor en
hospedadores no habituales.

Respecto a las lesiones provocadas en los tejidos del hospedador, establece igual-
mente cuatro categorias.

Respuesta Tipo 1; cuando no existe alteracién histopatolégica, por falta de pe-
netracién del miracidio.

Respuesta Tipo 2; Existe penetracién del miracidio, que comienza a desarrollarse
normalmente. .

Respuesta Tipo 3 A; Si los esporocistos degeneran antes de comenzar su evo-
lucién.

Respuesta Tipo 3' B; cuando, a medida que aumenta el tiempo de infestacién,
todos los esporocistos, aiin con cierto grado de evolucidn, degeneran sin que exista
reaccién alguna por parte de los tejidos del hospedador.

Lymnaea spp. Y OTROS TREMA TODOS.

Porter (loc. cit.), estudié la histologia normal de la glindula digestiva de
Limnaea natalensis, observando que las células epiteliales de los tibulos se dispo-
nen en empalizada. Las células son cilindricas, con paredes evidentes que bordean
la luz de los tiibulos de manera regular. Los niicleos son pequeiios, ovales y en po-
sicién generalmente basal. En su polo mundial, las células parecen tener una capa
protectora.

No encuentra diferencia entre células fermentativas y hepéticas, aseverando
que pasan insensiblemente de uno a otro grado.

Enire estas células, se encuentran las células limosas, que casi nunca alcanzan
la luz del tibulo. Son redondas o poliédricas con grandes nificleos esféricos. El
citoplasma alveolar.

En L. natalensis parasitada por furocercarias y xifidocercarias, el cuadro his-
topatolégico de la glindula digestiva es similar al de Bulinus africanus infestado
con Schistosoma haematobium.

Los productos de excrecién y secrecién del pardsito, se acumulan en el seno
del tejido conjuntivo intersticial. Algunos son eliminados por via hemdtica, otros,
se depositan en las células hepaticas formando pequefias masas de granulos de
color oscuro.
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Aun cuando las larvas se desarrollan sistematicamente en el tejido conjuntivo
intersticial, la autora ha encontrado circunstancialmente formas larvarias en el
interior de los tiibulos.

Cuanbra Rao (1966), comparé la receptividad de L. natalensis (Kraus) y L.
rufescens (Gray), a la infestacién con Fasciola gigantica, asi como el comportamiento
de los tejidos frente a la infestacién.

Observé, en primer lugar, la dificultad de infestacién de L. rufescens, indican-
do que los miracidios necesitan més tiempo para penetrar en los hospedadores poco
receptivos.

Durante determinados periodos de tiempo, se observaron esporocistos en dis-
tintas regiones del caracol, en buen estado de desarrollo. No aparecian lesiones ti-
sulares dignas de sefialar.

En ambos moluscos, en torno a las redias aparecia un espacio claro vacio,
por haber sido utilizado el tejido para su alimentacién.

A los 20 dias de la infestacién, parte de los lébulos de la glandula digestiva
de L. rufescens estaban degenerados, coincidiendo este momento con la invasién
de las redias de la segunda generacién.

Las redias observadas en la glandula digestiva de L. natalensis parece que sélo
se desarrollan en los espacios interlobulares, sin dafiar las células circundantes,
aunque el desarrollo de gran nimero de redias, altera extensamente la estructura
de la glindula. Se encontraron lébulos marcadamente separados unos de otros,
asi como atrofiados y degenerados.

22. Lymnaea truncatula y Fasciola hepatica.

Dawgs (1946), al considerar las alteraciones provocadas por treméitodos en
moluscos, las divide en dos tipos: mecanicas y quimicas.

En Fasciola hepatica las mecdnicas son producidas por las redias, que se van
nutriendo de los tejidos del caracol, formando hasta llegar a la glandula digestiva,
un verdadero tinel.

Las alteraciones quimicas son debidas a las toxinas segregadas por el parasito
(sic) que modifican el equilibrio fisiolégico del hospedador.

BaBer (1963) en infestaciones experimentales de L. columella con miracidios
de Fasciola hepatica comprobé que este molusco no rechazaba los miracidios.
La lesién inicial, consistia en una diminuta erosién del epitelio, con una gradual
destruccién del tejido conjuntivo subyacente. En la fase de redia, detecté lesiones
de las glandulas mucosas del manto y pie. No resulté atacado el ovotestis.

Los pardsitos ocupaban los espacios ricos en arterias y venas. Al llegar al es-
tado de cercaria, eran incapaces de escapar del hospedador, emigrando al interior
de cavidades en el manto, velo y tentdculos donde se desintegraban.

KenpaLL (1964) observd que las fases larvarias de F. hepatica tienen un mar-
cado efecto patégeno sobre especies de limneidos distintos a Lymnaea truncatula
(L. palustris, L. glabra y L. stagnalis). El crecimiento de los moluscos estd profun-
damente retardado, la concha aparece transparente, por ausencia anormal de pig-
mento y sus espiras deformadas, y el caracol entra en letargo por efectos del para-
sitismo.

El autor no fue capaz de demostrar en L. truncatula desaparicién de la infes-
tacién ,antes de la muerte del molusco. En hospedadores anormales (L. stagnalis),
infestados con éxito, el parasitismo duraba un méximo de tres meses, al cabo de
los cuales, el animal recuperaba sus condiciones fisiolégicas normales, coincidiendo
con la pérdida de la infestacién.
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SAINT-GUILLAIN (1968) hizo un estudio de la evolucién de las formas larvarias
de Fasciola hepatica en L. truncatula y analizé las lesiones aparecidas como con-
secuencia del crecimiento y evolucién de las distintas formas larvarias.

Respecto a la penetracién del miracidio, observé la introduccién de la parte
cefalica del mismo, entre las células epidérmicas. Esta introduccién la atribuyé a los
movimientos de vaivén por parte del miracidio y a las contracciones y relajaciones
por parte de los tejidos del hospedador.

Penetrado el miracidio, aparecian un pequefio niimero de células epiteliales
desprendidas, que conservan su estructura y que posteriormente intervienen en
la restauracién del tejido destruido en la penetracién. Observé que, antes de la pe-
netracién del miracidio, las células epiteliales ciliadas del mismo, sufren un proce-
so de vacuolizacién y quedan abandonadas en el medio externo. A veces, por que-
dar estas células en el borde del orificio practicado por el miracidio, pueden con-
fundirse con diferentes productos de degradacién celular procedentes de las mismas.

El autor hace un andlisis de los puntos de preferencia de entrada del miracidio.
Cree que el sitio de eleccién se halla a nivel del pneumostoma.

No observa emigraciones del esporocisto, y cree que el desarrollo tiene lugar
préximo al punto de entrada, por lo que las lesiones histolégicas son poco extensas
cuando se efectiia en el misculo y nulas cuando se realiza a nivel del rifién.

Un problema que tiene gran interés, es el porvenir de la membrana esporocisti-
ca, en el momento de la salida de las redias. El autor cree que se trata de una di-
gestién, aunque afirma que son necesarias mas experiencias encaminadas a su con-
firmacién.

Relaciona el tamafio existente entre las redias madres y las redias hijas, su
emigracién y desarrollo, asi como las lesiones producidas hasta la formacién de cer-
carias.

El trabajo de este autor, ha coincidido en parte con el nuestro.

2.3. HosPEpADORES INTERMEDIARIOS DE Fasciola hepatica.

Fasciola hepatica es transmitida en condiciones normales en nuestro pais
por Lymnaea truncatula (GonzALEz pE CastRo 1947, XAVIER y cols. 1965, XAVIER
y cols. 1968). KennaLL (1949), indica que el nivel de infestacién en los campos de
Europa es del 5 al 6 por 100.

Segiin experiencias de los autores que realizan trabajos de campo en zonas
de fasciolosis, se confirma muchas veces la rareza de L. truncatula frente a la presen-
cia masiva de varios tipos de hospedadores.

KenparL (1965) considera que existe un gran confusionismo en la terminologia
de los limneidos y que ciertamente F. hepatica es trasmitida en la mayor parte del
mundo por L. truncatula, o por otros moluscos dificiles de diferenciar de él, sobre
bases morfolégicas o exigencias ecoldogicas. L. truncatula, esti ampliamente dis-
tribuida por Europa, Asia y otras zonas. En Kenia, el hospedador, L. mwenensis
es casi conespecifico, y puede tratarse de L. truncatule recientemente introducida
en Europa. En América del Norte, L. bulinoides techela y, en Australia L. to-
mentosa, son mofolégicamente més diferentes de L. truncatula, pero tienen mas
caracteristicas en comdn.

El problema de la existencia de varios tipos de hospedadores se ha estudiado
de dos maneras: recogiendo poblaciones de moluscos en el campo y comprobando
se estan infestados con F. hepatica, o mediante infestacién experimental de especies
cultivadas en el laboratorio.
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PanTELOURIS (1965) revisé trabajos negativos de intento de encontrar en el cam-
po, moluscos infestados con Fasciola hepatica, diferentes a L. truncatula. Dio como
positivos el de TayLor (1922), que observé eliminacién de cercarias de F. hepatica
en L. pereger, y el de GopErpziscuviLl (1955), que en la regién de Leningrado,
no encontré L. truncatula, pero obtuvo cercarias de F. hepatica a partir de Glabra
palustris 54 %).

BacicaLupo (1933, 1940) demostré que L. viatrix era el vector de Fasciola he-
patica en la Argentina, coincidiendo las dreas de distribucién del parssito con las
del vector. El caracol, no obstante, es raro, y, 2 menudo, dificil de encontrar.

Considera igualmente como hospedador intermediario natural de Fasciola hepatica
a L. attenuata.

En Norteamérica Price (1953) cita a Galba (Fossaria) bilinoides, G. techela,
Limnea traskii, Fossaria cubensis, F. ferruginea, F. modicells y Pseudosuccinea
columella como posibles hospedadores.

Respecto a las investigaciones realizadas con diversas especies de moluscos cul-
tivados en el laboratorio y experimentalmente infestados con miracidios de F.
hepatica, Leukart (1881) y Tuomas (1883) realizaron pruebas con moluscos con-
siderados como posibles hospedadores, para saber cudles eran los verdaderos.

THOMAS sometié a infestacién experimental a Lymnaea palustris, L. stagnalis,
Physa fontinalis, Planorbis marginalis, P. carinatus, P. vertres, P. spirorbis, By-
thinia tentaculata, Paludina vivipara, Succinea amphibia, Limax agrestis, L. cine-
reus, Arion ater, A. ortensis y Lymnaea truncatula. .

Comprob6 que solamente la dltima especie actuaba como hospedador interme-
diario.

LEUKART, por su parte, no llegé de inmediato a esta conclusién al infestar
con éxito a L. pereger, aunque fue incapaz de obtener cercarias.

Recientemente, y debido a la gran contradiccién entre las pruebas de campo,
ha sido necesario que se realicen nuevas pruebas de laboratorio.

ReicamuTH (1936), afirmé que L. palustris se comporta como eficiente hospe-
dador intermediario de Fasciola hepatica. Infesté artificialmente 50 L. palustris,
de las que 8 murieron, 16 contenian cercarias desarrolladas y dos contenian redias
hijas. cuando se examinaron tres meses después de la infestacién.

KenpaLr (1949 a y b) demostré la receptividad de L. glabra y L. palustris,
recién eclosionadas, a la infestacién con masa de miracidios, desapareciendo la
sensibilidad a los pocos dias de la eclosién.

El mismo autor (1950), volvié a confirmar que L. palustris L. glabra y L.
stagnalis son capaces de eliminar cercarias. Que en L. pereger se producian infesta-
ciones hasta la fase de redia y que L. auricularia era resistente.

StiecLER (1954), comprob6 en Baviera, que los miracidios de F. hepatica son
capaces de penetrar en L. stagnalis, pero su desarrollo no va més alli del estado
de esporocisto. En L. ovata penetran muy pocos miracidios, fracasando en su des-
arrollo. En Radix pereger, penetran los miracidios en ejemplares recién eclosionados,
pero no en las formas adultas; en todo caso, no eran capaces de sobrepasar el estado
de esporocisto. En Stagnicola palustris, los miracidios sélo penetraban superficial-
mente, sin avanzar mis al}4 del tejido conectivo basal.

GoberozisuviLi (loc. cit.)obtuvo experimentalmente cercarias de Fasciola he-
patica a partir de L. stagnalis (12 %), Radix ovata (54 %). Radix pereger (3,3 %)

Sazannov (1957) enconiré que ejemplares de Galba palustris procedentes del
rio Don, era receptivos desde el tercero al décimo dia de edad y L. stagnalis,
durante los primeros treinta dias de vida. Este autor no consiguié la infestacién,
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a ninguna edad, de Radix ovata, Planorbis planorbis, Viviparus viviparus y Succinea
pfeifferi.

KenpaLLy Parrrr (1959) observaron que los miracidios de Fasciola hepatica
son capaces de penetrar en L. natalensis y L. auricularia, sin que la infestacién pro-
grese. :

Bocomorova (1961) encontrd ejemplares de Radix ovata capaces de eliminar
cercarias. Los miracidios podian penetrar ademas, en la mayoria de los ejemplares
de L. stagnalis, Radix pereger, Galba palustris y Physa fontinalis.

Baser (1963) sometié a infestacién experimental con miracidios de Fasciola
hepatica especies de L. columella. De 176 caracoles expuestos a 1-300 miracidios, su-
frieron infestacién 63.

BercHEN (1964), expuso numerosas Lymnaeas spp. frente a miracidios de
Fasciola hepatica. L. ‘truncatula fue receptiva a los 20 dias de edad. L. stagnalis
y L. palustris se infestaron a razén de 20 y 50 % respectivamente. L. peregra, L. ovata y
L. auricularia fueron refractarias. No observé cercarias en L. stagnalis, ni L. palus-
tris, a pesar de ser consideradas como posibles hospedadores en Bélgica, donde la
incidencia de L. truncatula, en 4reas endémicas de fasciolosis, es aparentemente pobre.

Xavier, Fraca pE Acevepo y ALves pa Crouz (loc. cit.) sometieron dos pobla-
ciones distintas de Lymnaea truncatula del norte de Portugal, geogrificamente dis-
tintas, a miracidios de Fasciola hepatica. Comprobaron por primera vez que L. trun-
catula es vectora en Portugal de Fasciola hepatica.

Someten igualmente a la infestacién ejemplares de L. peregra y Physa acuta
de las mismas regiones y en las mismas condiciones experimentales, mostrindose
totalmente refractarias.

Boray (1966} realizé infestaciones artificiales con varias cepas geograficas de
F. hepatica y F. gigantica a distintas especies de limneidos (L. stagnalis, L. pa-
lustris, L. peregra ovata, L. peregra peregra, L. auricularia natalensis, L. truncatula.
L. tomentosa y L. lessoni) de varias edades. Todas fueron en cierta medida receptivas
a la infestacién con ambos tremitodos. Se obtuvieron metacercarias infestantes de
F. hepatica en todas las especies, excepto en L. lessoni y L. auricularia natalensis.
L. peregra peregra dio lugar a numerosas metacercarias de Fasciola hepatica. Ex-
cepto L. tomentosa ¥ L. truncatula, que fueron receptivas a la infestacién en todas
las edades, las otras especies solamente lo eran a los pocos dias de eclosién. El
autor observé considerables diferencias en la receptividad de L. truncatula y L. to-
mentosa segin la procedencia de los miracidios (FEuropa, Australia). Sin embargo,
comprobé una adaptacién gradual de la cepa curopea de Fasciola hepatica para L. to-
mentosa, por pases de laboratorio. La cepa australiana se adapté gradualmente a L. pere-
gra peregra en sucesivos experimentos. Kl autor comprobé que muchos limneidos
‘pueden llegar a ser hospedadores de Fasciola.

Xavier, MarTinez y Matros pos Santos (loc. cit.). realizaron infestaciones ex-
perimentales con L. stagnalis y L. peregra tanto de Portugal, como de Espafa, de-
mostrando que estas especies no son receptivas a F. hepatica. Physa acuta de ambos
paises tampoco fue receptible a la infestacién bajo diversas condiciones de edad,
temperatura. etc.

Con F. hepdtica de Portugal, L. truncatula portuguesa, mostré una tasa de in-
festacién del 52,2 %, mientras que L. truncatula de Salamanca (Espafia) alcanzé
un 47 %.

Con L. palustris de Portugal, se obtuvieron un 10 % de infestaciones positivas.

PanteLouris (loc. cit.) cree que los miracidios de F. hepatica son capaces de
penetrar en otras especies distintas de L. truncatula, especialmente si se trata de
caracoles recientemente eclosionados. Solamente en algunas especies, L. palustris,
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L. glabra y L. stagnalis, los miracidios son capaces de desarrollarse hasta la fase
de cercaria. En las otras especies el desarrollo se detiene en algiin punto intermedio.
Mura vy Arru ( 1968) y Arru y Mura (1969), encontraron L. truncatula en
la isla de Cerdefia y sometieron a infestacién artificial, con un nimero variable de
miracidios, a L. palustris, L. truncatula y L. limosa (los tres limneidos normalmente
encontrados en la isla) asi como a Physa acuta. Bithynia tentaculata, Bulinus con-
tortus, Planorbis planorbis, Theodoxia fluviatilis, Ancylus Auviatilis y Succinea
pfeifferi, con edades que variaban de 2-8 semanas.
Lograron obtener infestaciones positivas en 3 % de L. palustris y un 7% en
ejemplares de L. truncatula. No obtuvieron resultados positivos en L. limosa, ni
en el resto de los moluscos probados.
A continuacién damos una relacién de las especies de moluscos que pueden
en infestacién natural o artificial,
con expresién del area geogrifica. Estos cuadros actualizan la revisién dada por
PanteLours (loc. cit.). No incluimos en ellos a L. truncatula.

actuar como hospedadores

intermediarios,

Especie de molusco Autor Ao Pais Observaciones
Fossaria bulli- SHAW y SIMMS 1929 | N. América |
moides SSINITZIN 1929 | »

F. cubensis Van VOLKENBERG (1929 | Florida
HorFrmaN 1930 | »
BATTE y cols. 1950 | »
BATTE y cols. 1951 | »
Price 1953 | N. América
F. ferruginea PrICE 1953 | »
F. modicella MOHLER 1933 | E. Unidos
KruLL 1934, | » »
PricE 1953 | » »
F. ollula ALICATA 1946 | Hawai
Galba bulinoides. | PRICE 1953 | N. América
KruLLL 1934 | » »
G. cubensis KrurLL 1934 | » »
G. ferruginea Price 1953 | » »
G. occulta CzAPSKI 1962
G. techella Price 1953 | N. América
Glabra palustris | GopErbzisHvILI (1955 | Leningrado
’ MELIKOV 1968 | Rusia
Lenia amniata SHIrAT MITSUJI 1925 | Japén
CHANDRASECKARIAH (1951 | India
Limnaea acumi- SRIVASTAVA 1944 | India
nata
L. alfredi CAMERON 1951 | N. Zelanda
WHITTEN 1045 | » »
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Especie de molusco Autor Afio Pais Observaciones

Limnaea attenuata | AGUIRRE PaQuERNoO | 1939 Méjico
MazzoTTI 1955 »

L. bogotensis BruwmpT, VELAS-
QuEs y Ucroz 1940 Colombia
MuRoz-Rivas 1953 »

L. brazieri Ross y McKay 1929 Australia
Rosse y McKay | 1929 »
RosEe 1938 N. Gales
MiTTON 1944 Australia
JoiNsTON y
BECKWITH 1946 »
Brack 1952 »
SmitH y KEOGH 1953 »
GORDON 1955a,b| « »
KEocH 1955 »
GORDON v cols. 1959 »

L. bulinoides

techella KENDALL 1965 | N. América

L. columella BRENES 1968 Costa-Rica | Aparece

infestada en
' un 50 %

L. cubensis Van VOLKENBERG | 1929 América
Horryan 1930 »
RamMiREZ, VILLA-
MEDIANA Y VER-
GANI 1949 Venezuela
GRETILLAT 1966 Martinica

L. ferruginea SHaw 1931 N. América

L. humilis McGraw 1959 Canada
MazzoTTI 1955 Méjico

L. launcestonensis |Ross y McKay 1929 Australia
JounsTon y BEck
WITH 1946 »
SmitH y KEocH 1953 »
GORDON 1955 »
Keocu 1955 »
Anon 1956 »
GORDON y cols. 1030 »

L. muervensis. DiaNik v Dinnik | 1956a,b | Kenia
KENDALL 1965 »
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Especie de molusco Autor Afio Pais Observaciones
L. natalensis Fain 1951 | Congo
COYLE 1956 | Uganda
McCuLLoUGH 1965 | Ghana Posible hos-
pedador
L. palustris Diez 1956 | Alemania Posible hos-
pedador
BAILENGER 1960 | Francia
L. pervia Kawana 1940 | China
Central
WATANABE,
TwATA, SASAKI,
TsucHIVA Y
HoMMa 1054, | Islandia
Ono v cols. 1957 |Japén
L. philipensis. Dk JesUs 1935 | 1. Fili-
pinas.
L. stagnalis Diez 1956 | Alemania Posible hos-
pedador
WiBAUT 1958 | Francia Posible
vector
L. subacuatilis Ross y McKay 1929 | Australia
JonNsTON y
BECKWITH 1946 »
Smita y Keogn  |1953 »
GORDON 1955 »
KEocH 1955 »
A~xoN 1956 »
GORDON Y cols. 1959 »
L. tomentosa Boray y McMi- Australia
CHAEL 1961 | N.Zelanda
Boray 1963 | Australia
Dixon 1963 »
KENDALL 1965 »
L. traskii KruLL 1934 | Florida
Price 1953 | N.América
L. viator Rey 1057 | Brasil
GajARDO ycols. {1950 | Chile
L. viatrix BacicaLuro 1932 | Brasily
Buenos Aires
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Especie de molusco Autor Afio Pais Observaciones
Limnaea viatrix Bicricaruro, Puo,
CALzADA ¥
BrENUIZONI 1941 | Uruguay
TAGLE 1944, | Chile
FAINGENBAUM
'y cols. 1950 »
TAGLE 1956 »
Mysias ampulla | CAMERON 1951 | Australia
ARMSTRONG 1954 | Canterbury
Myxas ampulla Mac FARLANE 1937 | N. Zelanda
WHITTEN 1945 | » »
Mysas ampulla
globosa WHITTEN 1945 | N. Zelanda
Planorbis spp. DiEz 1956 | Alemania | Posible
. hospedador
Praticolella
griseola Kouri Y ArREnas  [1932 | Cuba
ARENAS y cols. 1937 »
Psedosuccinea
columella. KruLL 1933 | Florida
MOHLER 1933 | E. Unidos
KruLL 1934 » »
BATTE y cols. 1950 | Florida
Barre-y cols. 1951 »
Radix auricularia | GEORGESCU 1963 | Rumania
MELIKOV 1968 | Rusia
R. ovata DiEz 1956 | Alemania Posible
hospedador
R. Peregra GEORGESCU 1963 | Rumania
Simlimnea sub-
aquatilis Anon 1955 | N. Gales
del Sur
. GORDON 1955 | Australia
Anon 1956 »
Stagnicola buli-
noides techella. OLSEN 1944 | Texas
OLSEN 1945 »

Nota: No se incluye a Lymnaea truncatula. En todo caso se respeta la nomen-
clatura dada por los autores citados.
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9.39. Tabla resumen de los moluscos citados como hospedadores inter-

mediarios de F. hepdtica en el mundo, en infestacion experimental.

Especie de molusco

Autor

Afio

Pais

Observaciones

Fossaria modicella

F. ollula

Galba palustris

Limnaea auricula-

ria natalensts

L. bogolensis
L. columella

KruLL

ALICATA

SAazANOV

BocomoLova

MELIKOV
CAWSTON
KENDALL

ROBERTS

STIEGLER
Boray

Muroz Rivas
BABER

1933

1952

1957

1961

1968
1940
1950

1950

1954
1966

1953
1963
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E. Unidos

Hawai

Rusia

Rusia

Rusia
Sur Africa
Inglaterra

Inglaterra

Alemania
Australia

Bogota
California

obtuvo
cercarias a
los 32 dias
Obtiene me-
tacercarias
e infesta ra-
tones
después.
Receptibles
desde el 3.°
al 10.° dia
Los miraci-
cidios eran
capaces de
penetrar

Obtuvo
formas
larvarias
Obtuvo pe-
netracién
de miraci-

dios sin desa-

rrollo pos-
terior

Idem

No consigue
metacerca-
rias.

De 176 ca-
racoles ex-
puestos a
1-300 mi-

racidios, se

infestaron 63

Especie de molusco

Autor

Pais

Observaciones

Limnaea cubensis

L. glabra

L. humilis

L. lessioni
L. obrussa

L. ollula
L. palustris

L. palustris

Ramirez ViLLa-
MEDIANA Y VEGANI

JKENDALL

KEnDALL

MazzotTI

Boray

MazzoTTI
UENO Y WATANABE
REIGHMTH

KenpaLL

KEnpALL
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1949

1949 a
1950

1956

1966

1955
1960
1936 -

1949,a

1949 b

Caracas

Inglaterra

»

Méjico

Australia
Méjico
Japén

Alemania

Inglaterra

El desarro-
1lo normal se
verifica a los
41 dias

La recepti-
bilidad se
limita a
pocos dias
después de
la eclosién
De 238
ejemplares
infestados
artificial-
mente, 14

de ellos pro-
dujeron cer-
carias un
mes después
de la infes-
tacién.
No obtuvo
metacercarias.

Obtuvo cer-
carias en al-
gunos cara-
coles.
La recepti-
bilidad se li-
mité a pocos
dias después
de la eclo-
sién.
Observé
desarrollo
parcial de
las larvas.



Especie de molusco

Autor

Pais

Observaciones

Limnaea palustris

L. pereger

KENDALL

STIEGLER

CzAPSKY

BERGHEN

Boray

Muga Y ARRU

Arru y MurA

LEUKART
»

XAVIER Y COLS.

1950

1954

1962

1964

1966

1968

1968
1969

1886
1901
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Alemania

Bélgica

Australia

Ttalia

Portugal

ITtalia

Alemania

»

Demostré la
salida de
cercarias
que pueden
ser infestan-
tes.

Obtiene en
la infesta-
ciéon  hasta
la fase de es-
porocisto en
cuyo mo-
mento se in-
terrumpe el
ciclo.

Logra infes-
taciones de
especies con
una longi-
tud de

1-4 mm.
Obtuvo cer-
carias en al-
gunos cara-
coles.

Sélo suscep-
tibles de jo-
venes.
Obtienen un
3% de in-
festaciones.
Obtienen un
3% de in-
festaciones.
Obtuvo in-
festacién pe-
ro no des-
arrollo de

rias.

fases larva-

Especie de molusco

Autor

Pais

Observaciones

Limnaea pereger

L. peregra ovata

L. peregra peregra

WaLTON
TAYLOR

Tuomas

RoBERTS

STIEGLER

BERGHEN

Boray

1917
1922

1883

1950

1954

1964

1966

MiesNER Y VETZEL| 1928

KENDALL

Boray

1949

1966
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N. América

Inglaterra

Inglaterra

Alemania

Bélgica

Australia

Alemania
Inglaterra

Australia

Obtuvo cer-
carias ma-
duras
Penetracién
de miraci-
dios sin for-
macién de
larvas
Penetracién
~de  miraci- -
dios sin for-
macién de
larvas

* En la infes-

tacién expe-
rimental pe-
netran muy
pocos mira-
cidios.

Los miraci-
dios  pene-
tran pero no
hay forma-
cién de lar-
vas.
Receptibles
de jovenes
Obtuvo des-
arrollo par-
cial de lar-
vas.

En infesta-
ciones artifi-
ciales obtu-
¥vo numero-
sas metacer-
carias de
Fasciola he-
patica



Especie de molusco

Autor

Afio

Pais

Observaciones

Limnaea pervia

L. plicatula

L. stagnalis

Ono
Kawana

LEUKART
»

NOLLER Y SPREHN
ORTH Y SPREHN
KenpALL

KENDALL
ROBERTS
STIEGLER

GODERDZISHVILI

SAZANOV

BoGcOMOLOVA

1957
1940

1886
1901

1924
1925
1919

1950
1950
1954

1955

1957

1961
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Japén
China

Alemania
»

Alemania

Inglaterra

»
»
Alemania

Leningrado

Rusia

»

En infesta-
ciones artifi-
ciales el mi-
racidio des-
arrolla sola-
mente los
primeros es-
tadios.
Obtuvo in-
festacion, pero
no desarrollo
de fases
larvarias.
De 101
ejemplares
expuestos a
la infestacion,
encontrdé 13
infestados.
Receptibles
de j6venes
El miracidio
es incapaz
de desarro-
llarse maés
alld del es-
tado de es-
porocisto
Obtuvo in-
festaciones
enun 1,2 %
Receptibles
durante los
primeros 30
dias.

Los miraci-
dios son ca-
paces de pe-
netrar.

Especie de molusco

Autor

Pais

Observaciones

Limnaea stag nalis

L. tomentosa

L. traskii

Physa fontinalis

Pseudosuccinea

columella

Radix ovata

R. pereger

FurMaca
Boray

KruLL

BocomoLova

KruLL

GODERDZISHVILI

BOGOMOLOVA

GODERDZISHVILI

BocomoLova

STIEGLER

1967
1966

1934

1961

1941

1955

1961

1955

1961

1964
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Polonia
Australia

E. Unidos

Rusia

E. Unidos

Leningrado

Rusia

»

Alemania

Obtuvo me-
tacercarias
Es infestada
cuando es
joven.

Los miraci-
dios son ca-
paces de pe-
netrar

De 8 espe-
cies infesta-
das se obtu-
vieron cer-
carias entre
el 68-89 dias
de la infes-
tacion.
Obtuvo in-
festaciones

en un 54 %

Obtuvo cer-
carias

Obtuvo “in-
festaciones
en un 3,3 %

Los miraci-
dios eran ca-
paces de pe-
netrar.

Los miraci-
dios  pene-
tran en
ejemplares
reciente-
mente eclo-
sionados y
nunca en
adultos.



2.4. RevisION DE METODOS

24.1. Cultivo de moluscos y formacidn de estirpes en el laboratorio

El cultivo de los caracoles en el laboratorio entrafia una serie de problemas
relacionados con la temperatura, oxigenacién (directa o indirecta mediante plantas)
y sobre todo con la alimentacién.

El cultivo se puede realizar en acuarios equipados con oxigenacién mediante
burbujeo, en los que se hacen crecer plantas oxigenadoras, tales como Valisneria
spiralis o Elodea spp. En este caso, la alimentacién se realiza siguiendo el método
de Stanpen (1951) para Australorbis glabratus, a base de gel de alginato cédlcico,
método utilizado para limneidos por KEnpaLL y PARFITT (1965).

Por otra parte, se observé que muchos moluscos se alimentan fundamentalmente
de algas; Warson (1958), lo demostré para Bulinus truncatus. DE MEILLON, FRANK
y ArLansoN (1958) para Bulinus africanus, TAYLOR ¥ MOZLEY (1948), RoBerT (1950)
yKenpaLL (1950) para Lymnaea truncatula.

A partir de los trabajos de TayLor y MozLEY(l.c.), se han estandarizado los
métodos de cria de limnaeidos a base del cultivo de algas cianoficeas Oscillatoria
spp.: Oscillatoria obscura, en el Central Veterinary Laboratory (KENDALL 1965, l.c.)
y Oscillatoria fermosa en el Instituto de Medicina Tropical de Lisboa (XAVIER y
cols. 1966).

LaEMMLER (1964) cultiva algas para la alimentacién de caracoles, en recipientes
especiales de barro con tierra del punto de procedencia de los hospedadores. Es-
tos recipientes con una pequefia cantidad de agua, se mantienen ligeramente in-
clinados con €l fin de tener barro hiimedo fuera del agua.

En cuanto a la formacién de estirpes, dado que se trata de especies hermafro-
ditas y con autosuficiencia sexual, los individuos se forman a partir de las masas de
huevos puestas por un solo ejemplar.

24.2. Infestacién experimental

Existe unanimidad en la bibliografia sobre las circunstancias de la infestacién.
Se realiza en placas o tubos, con moluscos aislados, de tamafio y edad conocidos
y con un niimero contado de miracidios (de acuerdo con la finalidad perseguida).
El tiempo de infestacién méaximo a que se someten los moluscos a la presencia
de los miracidios, es de 6 horas, a temperatura ambiente y bajo condiciones de
luz intensa, natural o artificial. La obtencién de miracidios para la infestacién se
realiza normalmente por el método estandarizado por RoWCLIFFE Y OLLERENSHAW
(1960).

24.3. Anestesia, diseccidn, fijacién, coloracion, cortes, etc.

Realizada la infestacién de los moluscos, uno de los problemas que se plan-
tea, consiste en las distintas manipulaciones a que deben ser sometidos, para que
los estudios histopatolégicos posteriores reflejen ficlmente las lesiones producidas
por el parisito.

En principio, es necesaria la muerte del molusco a distintos intervalos después
de la infestacién.

Joose y Lever (1959) citados por Samnt-GuiLian ( Loc. cit.) anestesian pre-
viamente, con el fin de que los tejidos queden perfectamente extendidos. Los

animales son sumergidos durante 40 minutos en una solucién de Nembutal al
0,08 %; después, en una mezcla de solucién de Nembutal al 0,08 % y de MS 222
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(Sandoz) al 0,3 % durante una hora, al cabo de la cual pasan los moluscos al liquido
fijador.

Sunp (loc. cit.), antes de proceder a la diseccién de los moluscos, los somete
a refrigeracién de 5° C, accién que tiene por objeto disminuir la accién autolitica
de los enzimas de la glandula digestiva. Al cabo de una hora les quita la concha
rapidamente.

Xavier v Martisez (1966), colocan los caracoles en pequefios tubos de vidrio
que contengan 5 c.c. de agua corriente, afiadiendo cristales de mentol. Pasadas unas
horas, los caracoles se encuentran anestesiados y su cuerpo completamente exten-
dido. Posteriormente proceden a sacrificarlos, sumergiéndolos en agua a 70° C
durante 30 segundos, extrayéndolos inmediatamente después, de la concha.

PanTin (1968), recomienda igualmente como anestésico el mentol. Deja que
los caracoles se extiendan en su sitio tranquilo y en agua limpia, distribuyendo
més tarde unos pocos cristales de mentol sobre la superficie y los deja durante toda
la noche.

Una vez que el molusco estd suficientemente estirado y anestesiado, se procede
a disecarlo. Xavier y Martinez (L. ¢.), extraen el cuerpo completo del molusco rom-
piendo las vueltas de espira, a la altura de las suturas mediante perforaciones
con aguja de diseccién.

Saint-GuiLLan (L.c.), no realiza la diseccién de los moluscos, sino que, después
de fijados, los somete a la accién quelante de un decalcificador: EDTA o Kestranal
(sal bisédica del 4cido etilendiamino tetracético) en solucién tampén a pH 7,19.
En decalcificacién permite el corte del cuerpo del molusco «in situ».

Como sustancias fijadoras, se han empleado diversas mezclas, muchas veces es-
pecificas para estudios histoquimicos. Para investigaciones citolégicas, la mayor
parte de los autores utilizan los fijadores de Bouin y el Zenker. El primero tiene
la ventaja de que el material se puede conservar indefinidamente. Esto lo hace muy
apropiado cuando el namero de moluscos sacrificados es grande.

Los cortes se realizan previa inclusién en diversas sustancias. Las méis emplea-
das son la parafina y la mezcla de parafina, estearina y cera de abejas en la propor-
cién de 85, 10 y 5 % respectivamente (VasconciLLo, 1957). Los cortes se hacen en
serie con un espesor de 7-10 micras y son colocados en portaobjetos numerados.

Entre las tinciones empleadas destacan, por su mayor utilizacién en el estudio
de las lesiones histopatolégicas, la hematoxilina-eosina, la tricrémica de Masson,
la triple tincién de Mallory, el método de Unna, etc.

3. INVESTIGACIONES PERSONALES

3.1. MATERIAL Y METODOS ;
3.1.1. Hospedadores elegidos y hdbitat de los mismos.

Los hospedadores elegidos para el estudio de las lesiones que ocasio-
nan las fases larvarias de F. hepdtica, fueron los moluscos gasterépodos
pulmonados basimatéforos Lymnaea truncaiula y L. palustris; el pri-
mero conocido hospedador natural, y posible hospedador, al menos
experimentalmente, el segundo.
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Hemos encontrado L. truncatula en lugares muy diversos de la pro-
vincia y es particularmente abundante a finales de la primavera y en el
otofio. Los ejemplares cultivados en el laboratorio procedian siempre de
un criadero muy rico, situado en la margen izquierda de la carretera Puen-
te Villarente-Bofiar, Km. 18, zona a la que van a parar presas de riego.
El molusco lo encontramos en abundancia durante practicamente todo
el afio, cerca del agua, en la tierra hiimeda e inclinada hacia pequefias
colecciones de agua, como las formadas por las huellas de los carros,
las pisadas de los animales, etc. En invierno, cuando helaba, desaparecia
casi en su totalidad, recuperdndose ejemplares medianos empleando ma-
llas, en las charcas permanentes del centro del criadero. A finales de
verano, cuando casi todo el criadero se deseca, los encontrdbamos bajo
las aguas, poco profundas, de las presas de riego que bordean dicho cria-
dero. L.a maxima abundacia se encontr6 en primavera, debido a estar,
por la lluvia, todo el criadero inundado, y, en otofio por la misma cau-
sa, pero en este caso debido al riesgo de los prados circundantes.

La tierra de este criadero es la que se utilizé en el laboratorio,
previas las manipulaciones que se describiran, para el cultivo de Oscilla-
toria fermosa. Por otra parte, la abundancia de L. truncatula en este lugar,
es muy explicable si se piensa que de &l se aislé por el personal de la
Cétedra de Botanica (Biologia Animal, Leén) Oscillatoria spp. en abun-
dancia. La fitosociologia de este criadero es una tipica asociacién Isoeto-
nano juncetea B. Bl. Tx 1943 (Rivas GobaY y Borja, 1961 a y b).

La distribucién de L. palustris, parece mas limitada. kn principio,
el molusco prefiere charcos de aguas mas profundas, grandes presas de
agua muy lenta y charcos alimentados por el drenaje de prados. Lo hemos
encontrado en las margenes derecha e izquierda del rio Berbesga, en las
proximidades de Leén. Es particularmente abundante a finales de invier-
no y comienzos de primavera, dentro del agua, apoyada en la vegetacién.
Desaparece pricticamente en verano. La fitosociologia de los criaderos
localizados de este molusco es de la clase Phragmitetea Tx et Preisinhg
1942, orden Phragmitetalia W. Kosk, 1926 (Rivas GopaY y Borja, loc.
cit.).

3.1.2. Identificacion.

Para la identificacién de ambos tipos de moluscos se siguieron las

claves de HuBenpIk (1951) y BENTHEN JUTTING (citado por OVER, 1967). -

L. truncatula presenta las volutas convexas, con sutura abrupta y la
concha formando como escalones. Las masas de huevos son.pequefias
y redondeadas, o cortas y ligeramente curvadas, sin uniones capsulares.
frecuentemente corn cuerpos extrafios adheridos.
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L. palustris tiene la concha cénica, con las dos espiras basales for-
mando més de las tres cuartas partes de la altura total de la concha.
Las masas de huevos son mas anchas que en L. truncatula, con curvas
marcadas. Los bordes longitudinales provistos de ligeras ondas.

Cuando los ejemplares de ambas especies son menores de 3-4 mm.
es dificil la diferenciacién de especies por caracteres externos. Para
obviar este inconveniente, los moluscos con los que se realizaron las
experiencias, procedian de ejemplares grandes perfectamente identifica-
dos, y mantenidos, en las condiciones que se expresan, en el laboratorio.
En todo caso, el mantenimiento de cada especie se hizo total y absoluta-
mente independiente. Diferentes estufas, recipientes marcados, etc.

3.1.3. Cultivo de los moluscos en el laboratorio.

Con el fin de realizar las experiencias sobre especies libres de infes-
tacién, fue necesario el cultivo en el laboratorio de los moluscos recogi-
dos en los distintos criaderos.

Ambas especies fueron cuidadosamente lavadas con agua corriente
y colocadas en recipientes de pléstico, donde previamente se habia cul-
tivado el alga Oscillatoria fermosa. Los recipientes de pléstico utilizados
tenian un didmetro de 14,5 cm. y una altura de 7 cm. En cada uno de ellos
se mantenian 15 limneas a 22° C en estufa. Los destinados a L. truncatula,
se disponian inclinados, con una pequefia cantidad de agua, con el fin de
mantener una porcién inundada y otra himeda, condicién que favorece
el anfibismo del molusco.

Los que contenfan L. palustris se llenaban casi completamente de
agua, para mantener un hébitat semejante al de su procedencia.

El alga Oscillatoria fermosa fue obtenida originariamente del Ins-
tituto de Medicina Tropical de Lisboa. Con ella se alimentaron, mediante
cultivos sucesivos, todas las generaciones de moluscos obtenidos en el
laboratorio. La tierra utilizada para el cultivo se recogié, en todo tiempo,
del criadero de L. truncatula ya citado. La preparacién de la tierra en el
laboratorio consistié en secado, molido, tamizado y esterilizacién pos-
terior a 15° C. durante media hora. Con agua artesiana se preparaba un
barro espeso que se colocaba formando una capa uniforme de 1 cm,,
en el fondo de cada recipiente. La siembra se realizaba con un fragmento
de un cultivo seleccionado exclusivamente para esta operaci6n, toméndolo
con pinzas y enterrdndolo en el centro de la placa. El crecimiento se
conseguia colocando las placas a 60 cm. debajo de una ldmpara Philips
de vapor de mercurio de 220 V., con reactancia incorporada. Los reci-
pientes se tapaban con discos de cristal corriente. Diariamente, las pla-
cas se regaban con agua artesiana mediante un nulverizador.
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El crecimiento del alga ocurria entre los 18-21 dias en invierno y 7-10
dias durante el verano.

Intentamos la conservacién de placas crecidas, disponiéndolas en
frigorifico a 10° C, con el fin de tener suficiente cantidad de alga en cual-
quier momento. Tuvimos que desistir del procedimiento, debido al cre-
cimiento de hongos en las placas conservadas. Por esta razén siempre se
utilizaron placas con cultivo fresco. El crecimiento de hongos concomitan-
tes que, a veces, tuvimos exponténeamente, fue incompatible con el cul-
tivo de los moluscos. Por este motivo, las placas de Oscillatoria fermosa
fresca se examinaban cuidadosamente (al estereomicroscopio) antes de
colocar en ellas a los moluscos.

Cada segundo dia los caracoles se.cambiaban de recipiente. Se colo-
caban en un tamiz y eran escrupulosamente lavados con agua corriente,
separando los ejemplares muertos. Del primer recipiente se recogian las
masas de huevos para su tratamiento ulterior.

Las masas eran también lavadas cuidadosamente, especialmente las
de L. truncatula, que frecuentemente llevaban adheridas particulas ex-
trafias. Con ayuda del estereomicroscopio se examinaba el niimero de
huevos por masa y otras caracteristicas, para saber si se trataba de
masas fértiles. Una vez examinadas, se colocaban en una placa de Petri
con agua artesiana y se llevaban para su incubacién, a la estufa a 20° C.

La eclosién de las masas acontecia, en ambas especies, al cabo de
11-14 dias. Los caracoles recién nacidos eran colocados en recipientes
de Oscillatoria poco crecida, con ayuda de un pincel muy fino. Diariamen-
te eran observados al estereomicroscopio y aislados de los filamentos de
algas, sin cuyo proceder ocurria la muerte de las limnaeas jovenes. Cuando
habian consumido el alga del recipiente, se cambiaban para evitar, el
efecto letal de las fermentaciones producidas por las heces.

Cuando los moluscos alcanzan un tamafio de 4 mm., se seleccionaban
para la infestacién artificial.

3.1.4. Preparacién de miracidios.

Los huevos de fasciola, para la obtencién de miracidios, se obtuvieron
a partir de vesiculas biliares de ovinos y bovinos sacrificados en el ma-
tadero. Las vesiculas, una vez en el laboratorio, fueron abiertas y el con-
tenido vertido en una malla de 125 micras de luz sobre otra de 40 micras,
lavando con fuertes chorros de agua. De esta tiltima malla, se pasaban
los huevos a un vaso ce precipitado, dejandolos sedimentar.

El recuento del nimero de huevos se efectuaba mediante camara
de McMaster. Para la incubacién se disponian en recipientes de plastico,
sefialando la altura que alcanzaba el agua, con el fin de restituirla en
caso de evaporacién. En estas condiciones y herméticamente tapados los
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recipientes, asi como preservados de la luz, eran colocados en estufa

a27°C.

Con el fin de disponer en todo momento de miracidios suficientes,
se traté de conservar huevos embrionados a 4°C., en frigorifico, en reci-
pientes oscurecidos con papel negro. Las experiencias realizadas con los
miracidios asi conservados fracasaron, puesto que no se llegé a infes-
tar un solo molusco. Por esta contingencia los huevos de fasciola eran
recogidos con el tiempo suficiente para realizar la infestacién en el mo-
mento de llegar a su total madurez. Por ello se mantuvieron siempre a 27° C,
y diariamente a partir de los 10 dias examindbamos al estereomicrosco-
pio una muestra de uno de los recipientes, hasta el momento en que los
huevos, por su estado de madurez, eclosionaban de inmediato.

Para la eclosién de los miracidos utilizamos la técnica de OLLEREN-
sHAW (citado por XaVIER y cols., 1965). L.os miracidios fueron colocados
en vasos de precipitado a los que se afiadia un volumen variable de agua
artesiana. Estos recipientes eran expuestos a la luz de una ldmpara de
130 V. Cada 10-15 minutos se tomaba una muestra y con ayuda del este-
reomicroscopio se observaba el niimero de miracidios eclosionados. Cuan-
do eran suficientes se procedia a la infestacién artificial.

3.1.5. Infestacién experimental de los moluscos.

Los moluscos que previamenté se habian seleccionado, eran reti-
rados del recipiente que contenia Oscillatoria y recogidos en una malla,
se lavaban escrupulosamente con agua corriente a presion.

Se disponian en una serie de gradillas conteniendo tubos de hemoli-
sis con agua artesiana. En cada uno de los tubos se colocaba una limnea.
Con ayuda de un capilar de vidrio se tomaban muestras del recipiente
con miracidios recién eclosionados y se depositaban en una placa de he-
moaglutinacién. Al estereomicroscopio, y haciendo los trasvases nece-
sarios, se recogian con el capilar 5-10 miracidios, que se pasaban a cada
uno de los tubos de hemolisis. Terminado el proceso se anotaba la hora
considerandola como hora O, aun cuando se conservaban los moluscos
en los tubos durante 4-6 horas expuestos a la luz. Al cabo de este tiempo,
los moluscos eran colocados en grupos de 15-20, en placas conteniendo
Oscillatoria, y en las mismas condiciones ambientales que antes de la
infestacién.

Con el fin de estudiar el comportamiento de los miracidios frente
al molusco, asi como las caracteristicas de la penetracién y los primeros
estadios evolutivos de la larva, se hicieron infestaciones con masas de
miracidios. En este caso, los moluscos eran colocados en grandes placas
de Petri, con agua artesiana, en cuyo interior se depositaban miracidios
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en cantidad. Al estereomicroscopio se estudié el comportamiento, asi
como los distintos movimientos ejecutados para procurar la penetracion.

«In vitro», y utilizando explantes de Limnaea truncatula fueron obser-
vados al microscopio los distintos procesos evolutivos de la capa ciliada
del miracidio en el momento de la penetracién.

Se hicieron un total de 10 infestaciones experimentales con grupos
que oscilaban entre 25 y 125 ejemplares, tanto de Limnuea truncatula
como de L. palustris.

En cada una de las experiencias se hicieron dos grupos, uno infesta-
do con masas de miracidios, para el estudio de las lesiones en los pri-
meros dias pos-infestacién y otro grupo con 5-10 miracidios para las le-
siones de dias posteriores hasta el final del ciclo. En este ltimo caso,
la infestacién se hizo con un nimero menor de miracidios, para segurar
la supervivencia de los moluscos hasta el momento que eran estudiados.

3.1.6. EsTup1O DE LOS MOLUSCOS INFESTADOS.

3.1.6.1. Anestesia y diseccion.

Tomando como hora cero, el momento de comenzar la infestacién,
los ejemplares eran sacrificados a partir de los 10 minutos, y con distintos
intervalos, hasta los 30 dias en Limnaea truncatula y 37 dias en L. pa-

- lustris. En este momento y habiendo encontrado cercarias en el hepato-
péncreas, dimos por terminada la experiencia.

La diseccién de los moluscos entrafié serias dificultades, al pretender
estudiar las lesiones provocadas con la penetracién. Estas dificultades
estriban en que, si utilizdbamos los procedimientos de anestesia clasicos,
necesitdbamos varias horas, al cabo de las cuales no podiamos conside-
rar las lesiones encontradas como provocadas a los 30 minutos de infes-
tacién, por ejemplo. Desconocemos si, durante el proceso de anestesia
del limneido, cesa la actividad no sélo de la larva, sino también el poder
de regeneracién de los tejidos.

Para obviar este inconveniente introduciamos a los ejemplares en
un recipiente conteniendo agua a 70° C. durante un minuto, al cabo del
cual y con ayuda del estereomicroscopio se rompia la céscara y se tomaba
exclusivamente el pie y porcién cefélica.

Cuando el estudio de las lesiones se hizo a partir de las 24 horas uti-
lizamos, para la diseccién de los moluscos, el método de JOOSE y LEvVES
(1959) (citado por SaINT-GuILLAN loc. cit.). Los animales se sometian
previamente a la accién de una solucién de Nembutal (pentobarbital sé-
dico) al 0,08 %; después en una solucién de Nembutal al 0,08 % y de
MS 222 (Sandoz) al 0,3 % durante una hora, al cabo de la cual se pasaban
los moluscos al liquido fijador.
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3.1.6.2. Fijacion, decalcificacion, inclusion y cortes.

Como liquido fijador se utilizé el Bouin acético. Este fijador tiene
la ventaja de que pueden conservarse las piezas durante bastante tiempo
y, por otra parte, el 4cido picrico actia como decalcificante en aquellos
ejemplares que se fijaban con concha.

Después de la fijacién, los ejemplares que mantenian su concha,
se sometian a la accién decalcificante de Titriplex III (sal bisédica del
acido etilendiamino tretacético) en solucién tampén a Ph 7,19. A las
48 horas eran deshidratados para inclusién. Esta se realizé en parafina,
utilizdndose la Merck de 52-53° C. de fusién.

Se hicieron cortes con microtomo de parafina tipo Minot, de 7-10
micras de espesor.

3.1.6.3. Tincién y microfotografias.

Como métodos histoldgicos de coloracién se utilizaron los siguientes:

Técnica de hematoxilina-eosina (hematoxilina de Bohmer).

Coloracién tricrémica de Mallory.

Las microfotografias fueron obtenidas con la cimara Orthomat sobre
microscopio Ortholux de Leitz; se utilizé pelicula Adox Kb 14° din.

3.2. EXPERIENCIAS REALIZADAS.

3.2.1. Infestacién de Lymnaea truncatula.

En la exposicién de las experiencias no se sigue el orden cronolé-
gico de realizaci6n.

3.2.1.1. Experiencia 1.

Lote de 25 moluscos cultivados en el laboratorio y de una longitud
de 4mm., fueron infestados con masas de miracidios y sacrificados en
grupos de 5, a los 10, 20, 30, 40, y 60 minutos respectivamente. El obje-
to de las experiencias fue conocer el comportamiento del miracidio y las
primeras lesiones durante la penetracién.

3.2.1.1. Experiencia 2.2

Explantes de limnea fueron puestos en contacto con miracidio de F.

hepdtica. E1 objeto de la experiencia fue conocer el comportamiento del
miracidio y el porvenir de sus células epiteliales ciliadas de revestimiento,
en el momento de la penetracién.
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3.2.1.3. Experiencia 3%

Un lote de 100 limneas cultivadas en el laboratorio, de 3-4 mm. de lon-
gitud, fueron puestas en presencia de masas de miracidios y sacrificadas
a razén de un minimo de 10 ejemplares, a las 2, 4, 6, 24, 48 horas, 3,4, 5
dias. El objeto de la experiencia fue el estudio de las lesiones provocadas
por el miracidio en los primeros dias de infestacion.

3.2.1.4 Experiencia 4.2

Quince limneas cultivadas en el laboratorio, fueron puestas en pre-
sencia de masas de miracidios y sacrificadas en lotes de 5, a las 12, 24
horas y 3 dias. El objeto de esta experiencia fue conocer el comportamiento
del miracidio durante la penetracién y las lesiones provocadas en los te-
jidos del hospedador en los periodos de tiempo indicados.

3.2.1.5. Experiencia 5.2

Un lote de 56 limneas seleccionadas, cultivadas en el laboratorio,
de 4mm., se dividieron en dos grupos, uno de 24 ejemplares fue infestado
con 10 miracidios por caracol y fueron sacrificados a partir del 10.° dia
hasta el dia 30° de infestacién. Tuvo por objeto el estudio de las lesiones
provocadas por la fase de redia en su emigracién hacia el hepatopancreas.

El otro grupo de 32 limneas, fueron infestadas con masas de miraci-
dios y sacrificados a las 2, 6, 24, 48 horas, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16,
17, 18, 19, 20, y 22 dias. El objeto de la experiencia fue conocer, hasta
el dia 22.9 las lesiones provocadas por las fases larvarias en los tejidos
del hospedador.

3.2.1.6. Experiencia 6.2

Lote de 40 moluscos cultivados en el laboratorio, de 4 mm., fueron in-
festados con 5 miracidios. Se sacrificaron a partir del 10.° dia hasta el dia
30° a razén de 3 moluscos como minimo cada 2° dia. En los lotes sa-
crificados hasta el dia 20 inclusive, se estudiaba todo el molusco, y a par-
tir del 21° al 30°, ambos inclusive, solamente el hepatopéncreas. El obje-
to de la experiencia fue llegar al conocimiento de las lesiones provocadas
en los tejidos durante los diferentes estados larvarios.

3.2.1.7. Experiencia 7°

Lote de 100 moluscos cultivados en el laboratorio y de una longitud
de 4 mm., fueron infestados con masas de miracidios (50 por caracol)
y sacrificados desde las 2 horas a los treinta dias. En toda la experiencia
se estudié integramente todo el molusco, ya que no se realizé diseccién,
sino decalcificacién de la concha.
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3.2.2. Infestacién de Lymnaea palustris.

Lo mismo que en el caso anterior, no seguimos el orden cronolégico
en la exposicion de las experiencias.

3.2.2.1. Experiencia 1.

Lote de 15 limneas cultivadas en el laboratorio, de una longitud
de 4mm., fueron puestas en presencia de masas de miracidios de F. hepd-
tica y sacrificadas a las 2, 6 y 12 horas. El objeto de la experiencia
fue llegar a conocer el comportamiento del miracidio durante la penetra-
cién y las lesiones provocadas en los tejidos del hospedador durante las
primeras horas de infestacién.

3.2.2.2. Experiencia 2.2

Lote de 50 limneas cultivadas en el laboratorio y de una longitud
de 4mm., fueron puestas en presencia de 5-10 miracidios y sacrificadas
desde las 2 primeras horas de infestacién hasta el dia 20°. El objeto de la
experiencia fue llegar a conocer las lesiones provocadas en los tejidos,
por los distintos estados larvarios del miracidio.

3.2.2.3. Experiencia 3.

Un lote de 100 limneas se dividié en dos grupos, uno de 25 que se
infesté con masas de miracidios y otro de 75 que se infesté con 10 mira-
cidios por caracol. Los ejemplares del primer lote se sacrificaron durante
los 10 primeros dias de infestacién, y los del 2.° desde el 10° hasta el
3700 dia. El objeto de la experiencia fue llegar a conocer las lesiones pro-
vocadas en los tejidos del hospedador por los distintos estados larvarios
del miracidio.

3.2.3. Infestacién de Lymnaea stagnalis.

Un lote de 6 limneas se colocaron en presencia de masas de mira-
cidios de F. hepatica y sacrificadas a las 24, 48, y 72 horas. El objeto
de la experiencia fue llegar a conocer la posibilidad de infestacién de
este tipo de molusco.

3.24. Infestacién de Lymnaea auricularia.

Un lote de limneas son colocadas en presencia de masas de mira-
cidios de F. hepatica y sacrificadas a las 24, 48 horas, 3, 4 y dias. El objeto
de la experiencia fue conocer la receptividad de este molusco. :
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. De las experiencias con L. truncatula (Penetracién y esporocistos).

4.1.1. Histologia normal de las partes expuestas a la penetracién de los
miracidios y desarrollo de los esporocistos.

Dentro de este apartado estudiamos las partes del molusco que se
ponen en contacto con el miracidio durante la infestacién, asi como las
que soportan el desarrollo subsiguiente de los esporocistos.

_ El epitelio que cubre la superficie libre del cuerpo, esta constituido
por células cilindricas de nicleo ovalado, cuyo eje mayor es perpendicu-
lar a la base. Es relativamente rico en cromatina. En el polo apical, las
células presentan cilios, haciéndose mis escasos en las paredes laterales
del pie, donde el epitelio se transforma de cilindrico a ciibico o plano.
E}f(lzitoplasma contiene gran cantidad de grénulos y es ligeramente ba-
sofilo. ;

El tejido conectivo subepitelial forma una especie de manto que en-

vuelve no sélo a los érganos de la cavidad del cuerpo, sino que constitu-
ye, juntamente con el tejido muscular, el armazén del pie, tentculos, etc.

En este tejido conectivo subepitelial hemos identificado varios tipos
celulares y un componente fibroso. El componente celular consiste en fibro-
blastos, células pigmentarias, células vesiculares y mucosas. Los elementos
fibrilares son fundamentalmente fibras colagenas.

Los fibroblastos, son de forma estrellada, cuyas prolongaciones,
al relacionarse con las de otros elementos celulares, forman las mallas
tipicas del tejido conjuntivo laxo. Su niicleo es esférico, con uno o dos
nucleolos en posicién ligeramente excéntrica; la cromatina es granular
y en localizacién parietal. El citoplasma es homogéneo con presencia,
a veces, de inclusiones, especialmente pequefias particulas de un pigmento
color marrén.

Las células pigmentarias, son elementos voluminosos, diseminados
entre los fibroblastos del tejido conjuntivo. Tienen forma irregular, a veces
con prolongaciones citoplasméticas. El nicleo es asimismo muy poli-
morfo, relativamente pobre en cromatina, ligeramente excéntrico, con un
nucleolo muy evidente. El citoplasma celular presenta gran cantidad de
formaciones esféricas acidéfilas, o aparece uniforme, pero con una clara
acidofilia.

Las células vesiculares son de mayor tamafio que las anteriores.
Aparecen localizadas con preferencia en el seno del tejido conjuntivo de
la pared dorsal de la cavidad bucal. Son células muy irreguldres, con na-
cleo pequefio, excéntrico, con la cromatina dispuesta a modo de bandas.
El citoplasma, ligeramente baséfilo muestra una estructura alveolar.
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Las células mucosas aparecen concentradas principalmente en el
pie. Cada una de ellas comprende una unidad secretora de moco. Son
piriformes, con niicleo oval, rico en cromatina. El citoplasma esté lleno
de formaciones alargadas baséfilas.

Las fibras coldgenas son elementos delicados, muy poco diferencia-
bles con la hematoxilina eosina, tifiéndose de azul con la coloracién
tricrémica de Mallory. Con este tipo de coloracién, aparecen ligeramente
més delgadas que las fibras musculares. En el interior de la fibra cola-
gena no se observa ninguna estructura con el microscopio 6ptico.

En el seno del tejido conjuntivo de las partes externas del caracol,
existen gran cantidad de fibras musculares. Estas fibras musculares, se-
giin la regién, aparecen aisladas o bien agrupadas, constituyendo fascicu-
los que se entrecruzan formando una especie de enrejado.

Vistas a gran aumento este tipo de fibras musculares, da la impre-
sién de que se trata de fibras de la variedad lisa, ya que en recorrido de
las mismas no se advierte perioricidad alguna. Microscépicamente presen-
tan una evidente estriacién longitudinal. Miden unas 8 micras de espesor,
con un solo nicleo dificil de identificar; su caracteristica principal es
la pobreza en cromatina.

4.1.2. Penetracion y localizacién.

Una vez que los miracidios han eclosionado y se colocan en presen-
cia de los moluscos, realizan movimientos rapidos y en todas direcciones.
Establecido el contacto entre el miracidio y el molusco, el primero ejecuta
dos tipos de movimientos: uno de rotacién alrededor de su eje longitu-
dinal, actuando con la extremidad anterior a modo de trépano, lo que in-
dica que la perforacién que realiza es, en parte, mecénica, puesto que dicha
extremidad se alarga, adoptando una forma idénea para el tipo de movi-
miento que realiza. El segundo movimiento consiste en una serie de con-
tracciones ondulatorias, a todo lo largo del cuerpo del miracidio. El mo-
lusco, por su parte, durante este primer ataque se muesira inquieto,
con contracciones de las regiones expuestas. Si el nimero de miracidios
es grande, se esconde a intervalos en el interior de la concha. En este l-
timo caso, hemos observado que los miracidios en contacto con ella,
intentaban los mismos movimientos de penetracién.

Durante los primeros momentos de la infestacién, no todos los mira-
cidios que logran contacto con el molusco hospedador quedan adheridos.
Bien porque la llegada del miracidio coincide con alguna contraccién
del molusco, bien por otras causas, lo cierto es que el miracidio continta
sus rdpidos movimientos hasta que, con nuevos intentos, se produce la
adhesién.

Nuestras observaciones coinciden con las realizadas por DAwWES (1959).
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La localizacién de los miracidios en el molusco hospedador, para
realizar la penetracién, no presenta predileccién especial por una deter-
minada regién de la parte externa del cuerpo del animal, ni parecen exis-
tir sitios por donde sea més facil la entrada. En nuestras experiencias, en-
contramos esporocistos a nivel de la regién del ojo, regién subtentacular,
tentaculos, pie, borde del manto y manto, sin que en ningin momento
nos haya llamado la atencién el mayor o menor aciimulo de formas larva-
rias en una determinada regién.

4.3.1. Histopatologia

Histolégicamente, durante la penetracién aparecen alteraciones no
s6lo en los tejidos epiteliales del caracol, sino que, a su vez, el miracidio
muestra alteraciones de las células ciliadas que recubren la parte externa
del cuerpo.

4.1.3.1. Alteraciones del epitelio ciliado del miracidio.

En el momento que el miracidio ha introducido la papila anterior en
la capa subepidérmica del molusco, répidamente desprende las células
epiteliales ciliadas, que sufren un proceso de vacuolizacién; se hacen es-
féricas, con niicleo igualmente esférico y en posicién excéntrica. Estas
células conservan durante algiin tiempo su cubierta ciliar, dando la apa-
riencia de esferas ciliadas en las proximidades del miracidio. (Fig. 1).

Estos extremos hemos podido comprobarlos poniendo en contacto
miracidios con explantes de limneas en agar-agar. En periodos finales,
el miracidio adquiere forma globulosa, rodeado de gran cantidad de es-
feras celulares de la cubierta ciliar desprendida.

En preparaciones tefiidas con hematoxilina —eosina de ejemplares
sacrificados en las primeras horas de la infestacién, pudimos sorprender
miracidios aprisionados en el mucus, igualmente rodeados de células va-
cuolizadas, que presentaban un niicleo picnético, con nucleolo central
muy evidente.

4.1.3.2. Alteraciones de los tejidos del molusco.

En el estudio de las lesiones ocurridas a los 10 minutos de la infes-
tacién, pudimos observar, después de revisar varias series de moluscos,
que en ninguno de ellos existian lesiones, ni encontrabamos miracidios
parcialmente incrustados. Esta negatividad en la experiencia nos indujo
a pensar dos circunstancias:

1.2) La posibilidad de haber utilizado miracidios sin vitalidad.

En este caso, no habria infestacién a los 20, 30, 40, etc. minutos.
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2.83) Que el miracidio necesite mas tiempo para su penetracién en
los tejidos del caracol. Esta dltima debe ser la razén, puesto que en otros
intervalos de infestacién resulté positiva.

En las primeras horas de infestacién, encontramos miracidios par-
cialmente itroducidos, convertidos ya en esporocistos, en situacién subepi-
telial. En esta situacién, las células epiteliales daban la impresién de
haberse levantado, a modo de puente lavadizo, iniciando el descenso al
conseguir el miracidio la total penetracién (fig. 2). El hecho de no ob-
servar grandes lesiones de las células epiteliales, nos hace pensar que el
miracidio es capaz de segregar una sustancia enzimética, que actuaria
provocando la disolucién del cemento intercelular. Posteriormente, estas
células, desligadas de sus uniones, se desplazarian formando una solu-
cién de continuidad por donde penetraria el parasito.

El miracidio se introduce a través del epitelio con su extremidad
cefalica. Una vez localizada esta regién en el tejido conjuntivo subepite-
lial, se ensancha ligeramente, ocurriendo una secuencia inversa a la del
momento inicial de su penetracién, cuando se alargaba en forma de pun-
z6n. Ensanchada la regién cefilica, las células germinativas son succio-
nadas hacia esta regién, quedando la porcién caudal del miracidio 6pti-
camente vacfa. Esta parte se alarga sensiblemente, con el fin de poder
penetrar integramente a través del orificio, cada vez més pequeiio por
las contracciones del caracol, hacia los tejidos subepiteliales donde pronto
se retraerd y tomar4 la forma ovalada tipica.

Una vez penetrada la larva, las compuertas celulares descienden
y obstruyen el punto de penetracién formando una especie de arco que
posteriormente desaparece. (fig. 3).

Llegamos a la conclusién de que el cierre de la herida no es auténti-
camente una regeneracién celular. Bien es verdad que se trata de células
muy poco diferenciadas y con un gran poder regenerativo, pero dado que
el cierre es simultineo a la total penetracién del miracidio, nos hace
suponer que son las mimas células desviadas las que ocupan la solucién
de ¢ontinuidad, favorecidas por los movimientos de contraccién del mo-
lusco. También parece demostrar esta hipétesis, el hecho de aparecer el
punto por donde peneiré el miracidio, con las células dispuestas irregu-
larmente. Nuestra idea coincide con la de SAINT-GUILLAIN (loc. cit.).

Las células que cierran el punto de penetracion, presentan las siguien-
tes caracteristicas estructurales: aparecen dispuestas en dos estratos, son
cilindricas o esféricas, con niicleo en posicién central, esférico, pobre
en cromatina y con un nucleolo muy evidente, también en posicién
central. En aquellas zonas donde los elementos celulares se disponen a ma-
nera de arcos, debido a las contracciones del molusco, presentan un arma-
z6n central, constituido por elementos conjuntivos, que al mismo tiempo
rodean al parésito.

—295—



En la parte externa pueden observarse algunas células epitelia-
les desprendidas, en vias de degeneracién, como lo demuestra su picno-
sis. Estas células tanto pueden proceder del parésito, como del epitelio
ciliado del caracol.

Una vez que la larva aparece en franca posicién subepitelial y trans-

formada en esporocisto, con sus caracteristicas morfolégicas tipicas, se
observa alrededor de ella una amplia zona clara, irregular, delimitada
por algunos detritus celulares, que se identifican como células epiteliales
en degeneracién, algunas intensamente vacuolizadas y que han penetrado
arrastradas por el miracidio. En la parte mas externa, existen elementos
conjuntivos aparentemente inalterados (fig. 4).

La existencia y amplitud de esta zona clara, llamada por algunos au-
tores (Rao, loc. cit.) «zona de lisis», esté en intima relacién con la loca-
lizacién del eporocisto y, por supuesto, con la estructura de la region.

Los esporocistos localizados en la regién del pie (en general, muy
abundantes en infestaciones con masas de miracidios) no presentan
apenas esta zona, clara, y las células que los rodean son normales, excep-
to la existencia de un ligero aumento de su basofilia.

La escasa amplitud de esta zona clara rodeando al esporocisto, sugie-
re la idea de que no se trata de una verdadera zona de lisis, por lo que cree-
mos improcedente el uso de dicha expresién. Desde el punto de vista his-
topatolégico, no creemos que 30 minutos sean suficientes para provocar
una destruccién celular de cuantia tal como para albergar una larva de ta-
mafio considerable. Por otra parte, en todo proceso de lisis, hay restos que
nos sefialan la existencia de dicha alteracién. Por muy violenta que fuera
esta accién litica, siempre existirfa algiin resto auclear, especialmente, que
nos indicara un trastorno de tipo litico.

Nuestra tesis a este respecto es que el molusco, al sentir en el interior
de sus tejidos la presencia del esporocisto, contrae fuertemente sus estruc-
turas fibro-musculares, ayudando a la progresién de la larva y creacion
de una especie de barrera parsito/hospedador.

Hemos llegado a esta conclusién al observar que esta zona clara estd
fntimamente relacionada con las caracteristicas estructurales de la region.
En zonas ricas en elementos fibromusculares, el 4rea clara es minima y,
a veces, falta (regién del pie). Por el contrario, en zonas donde el tejido
conjuntivo es laxo, con amplias lagunas tisulares, al contraerse tales estruc-
turas quedan grandes espacios rodeando las formaciones lavarias.

Aboga en favor de esta interpretacion de la contraccién, el hecho de
haber sorprendido evaginaciones del epitelio, en el punto de entrada del
miracidio, cuando ya el esporocisto estd en posicién subepitelial.

Al contraerse el epitelio del caracol, rechaza hacia afuera y a manera de
arco, las células movilizadas durante la penetraci6n.
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A las dos horas de la infestacién, puede verse cémo la mayor parte de
las formaciones larvarias se encuentran en posicién subepitelial, sin que
presenten especial predileccién por una determinada zona.

En nuestras experiencias, pudimos contar hasta 10 esporocistos en
la regién del ojo. En general, la larva, con su zona circundante clara, estd
delimitada por pequefias cantidades de detritos celulares, procedentes de
algunas células epiteliales arrastradas durante la penetracién y existen
elementos fibromusculares, que se disponen constituyendo una especie de
cipsula limitante.

Hay casos en que pueden aparecer esporocistos juntos; entonces, las
cavidades o zonas claras confluyen, constituyendo una sola, rodeada por
fribras musculares y pequefia cantidad de fibroblastos (fig. 5).

Sin embargo, esta manera de reaccionar los tejidos del hospedador nos
pareci6 escasa, ddndonos la impresién de que, lejos de actuar, el parésito
como cuerpo extrafio era relativamente tolerado.

Estudiando numerosas preparaciones de moluscos infestados, llega-
mos a la conclusién de que el hospedador responde activamente durante la
primera fase larvaria, para aislarla, con mecanismos que presentan un cier-
to parecido a los que observamos en los vertebrados.

En principio, muchos esporocistos, precisamente aquellos que se locali-
zan en el pie, dan lugar a una verdadera reaccién conjuntiva, con formacién
de una cépsula (fig. 6).

Dentro del espacio claro advertimos la existencia de verdaderos ele-
mentos celulares que, por sus caracteristicas, identificamos como epitelia-
les. Dado el poco tiempo de infestacién, creemos que se trata como diji-
mos anteriormente, de células epiteliales del molusco o de alguna célula
ciliada del propio parésito, que no lleg6 a desprenderse totalmente duran-
te la penetracién.

A este respecto, nuestra postura es ecléctica con relacién a las opinio-
nes de THoMmas (loc. cit.) y SAINT-GUILLAN (loc. cit.); el primero afirma que
el proceso de vacuolizacién de las células epiteliales ciliadas del miracidio
se realiza después de la penetracién y en los propios tejidos del molusco. El
segundo, observé que estas células no penetran jamés en el molusco con
el parasito. Nosotros creemos con DawEs (1969), que el desprendimiento
de las células ocurre fuera del molusco, aun cuando puede penetrar junta-
mente con las células epidérmicas del molusco, sirviendo de cortejo al jo-
ven esporocisto.

Existen miracidios alrededor de los cuales no es muy evidente la céap-
sula conjuntiva reaccional, pero presentan, en cambio, gran cantidad de
células pigmentarias.

Sabido es que no todos los miracidios que penetran, alcanzan su evo-
lucién total. Gran cantidad de ellos son destruidos por los tejidos del hos-
pedador.
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Al cabo de 6 horas de infestacién, se pueden encontrar esporocistos
con signos claros de incipiente degeneracién. Observamos, como detalle
mis demostrativo, la ausencia total de la zona clara; los tejidos del caracol,
particularmente los elementos fibrilares, constrifien fuertemente a la larva.
Por su parte, el esporocisto parece haber perdido su membrana externa,
apareciendo las células germinativas en grupos sueltos, entre cuyos es-
pacios se observan detritos procedentes posiblemente de la desintegracién
de la membrana. Respecto a las células germinativas, no presentan en este
momento alteraciones histolégicas patentes, salvo posiblemente un comien-
zo de picnosis, que constituye el primer estadio de destruccién celular.
Los nucleolos no son visibles y el citoplasma celular presenta una ligera
reacci6n acida (fig. 7).

Los miracidios que aparecen localizados en regiones constituidas por
tejido conjuntivo laxo, ofrecen como caracteristicas la existencia de am-
plio espacio claro, en cuyo interior se ven pequefias cantidades de minds-
culas particulas, procedentes de células destruidas y cantidades mis o me-
nos grandes de un pigmento de color pardo. Este pigmento lo observamos
igualmente en estructuras no parasitadas, si bien su cantidad aumenta en
zonas donde tiene su asiento la larva.

A los 6 dias de infestacién, los esporocistos que evolucionan presen-
tan las caracteristicas tipicas mencionadas, sin que se observe ninguna mo-
dificacién de los tejidos del hospedador. Sin embargo, es facil observar es-
porocistos en avanzado estado degenerativo. Los tejidos circundantes y en
intimo contacto con la larva, presentan una franca degeneracién hialina,
son deleznables, toman mal los colorantes y dan a las estructuras un as-
pecto difuminado. Los elementos fibrilares aparecen tumefactos y entre
ellos hay una sustancia ligeramente baséfila.

Por su parte, el esporocisto conserva zonas amplias de la membrana.
Las células germinativas estin disgregadas, con grandes espacios claros
e irregulares entre ellas. El citoplasma celular muestra signos degene-
rativos, en particular vacuolizacién, indicio de un proceso de autolisis.
El nicleo ha perdido, en parte, su apetencia por los colorantes bésicos,
debido sin duda, a una alteracién degenerativa de la cromatina.

Del 7. al 10.° dia de infestacién, presenciamos lentamente la evolu-
ci6n de las células germinativas contenidas dentro del saco esporocistico,
hacia la fase de redia.

Las células embrionarias, que previamente se habjan agrupado cons-
tituyendo unidades independientes, rodeadas de una especie de membrana,
difieren en su comportamiento. Las mas externas se hacen periféricas,
apoyéndose fuertemente en la membrana. Estas células son ligeramente pla-
nas, con niicleo grande, esférico, rico en cromatina, que presentan una dis-
posicién uniforme. El niicleo contine un gran nucleolo, a veces en situacién
excéntrica. El citoplasma, no muy abundante, es francamente acidéfilo.
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Las células centrales evolucionan en relacién con la situacién que ocu-
pan en el eshozo de la futura redia. Las m4s anteriores comienzan a dis-
ponerse radialmente para constituir el primordio de la faringe. Son célu-
las voluminosas, cilindricas, con ntcleo esférico, central, sin nucleolo.
Su citoplasma es claro, notablemente vacuolizado, dando el aspecto de
tratarse de células con una degeneracién grasa. Alrededor de estas células,
existe una limitante, con las mismas caracteristicas que la que rodea a las
células embrionarias en fases mas tempranas.

Las células situadas en la parte media y posterior de la futura redia,
no adoptan ninguna disposicién especial. Estructuralmente parece existir
una tendencia a la diferenciacién. Al lado de grandes células con niicleo
igualmente voluminoso, existen otras de menor tamafio, con un pequefio
niicleo picnético.

‘ En una fase mas avanzada, las células que adoptan una disposicién
radial, forman un anillo completo que rodea a un conducto interno: la
faringe.

En el conducto de la faringe puede verse un pequefio grupo de célu-
las con las mismas caracteristicas morfol4gicas que el resto de las germi-
nativas. Se diferencian tinicamente en que el nicleo est4 débilmente tefiido
y el citoplasma es claro y ligeramente acidéfilo.

En la porcién media del cuerpo de la futura redia, las células se in-
vaginan (representa, desde el punto de vista embriolégico, una especie de
gastrulacién), originando una cavidad.

Finalmente, las células dispuestas radialmente constituyendo la fa-
ringe, se han alargado ligeramente, el niicleo aparece ahora en el polo
apical, y el citoplasma est4 claramente vacuolizado, adoptando en conjun-
to una disposicién reticulada. Interiormente existe, en esta fase, un verdade-
ro conducto. Aquellas células que observdbamos sin disposicién especifi-
ca al final del conducto faringeo, se han colocado paralelas al eje mayor,
constituyendo una capa epitelial de revestimiento interno.

Las células que en la fase anterior se separaban creando una cavidad,
en este momento forman un fondo de saco claro, que constituira el aparato
digestivo de la redia. Son elementos muy voluminosos, ciibicos, con ni-
cleos en disposicién basal, grande, que ocupa casi todo el citoplasma celu-
lar, rico en cromatina y dotado de un nucleolo. El citoplasma es franca-
mente baséfilo y con estructura reticular. Exteriormente esta porcién apa-
rece rodeada por una membrana (fig. 8).

Respecto a las lesiones existentes en los tejidos del molusco, durante
los dltimos dias de evolucién del saco esporocistico, observamos que no ha
habido modificaciones manifiestas con respecto a dias anteriores. Hay
que destacar que hacia el 9.° y 10.° dias, da la impresién de que el parasito
es perfectamente tolerado. Aquel intento de reaccién conjuntiva, con afluen-
cia de elementos fibrilares en torno al parésito, presencia de células pig-
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mentarias y fibroblastos, ha desaparecido y tinicamente es visibl.e la zona
clara con las fibras conjuntivo-musculares, sin adoptar una disposicién
especial. .

Objetivamente, las lesiones histopatolégicas observa('las en estos pri-
meros estadios de penetracién y localizacién del miracidio, asi ‘como las
causadas por el desarrollo posterior del esporocisto son las siguientes:

Disgregacién de las células epiteliales del revestimiento externo del
molusco, que permite la existencia de unasolucién de continuidad. Algunas
de estas células se destruyen en el medio externo. Otras penetran con el
parésito, y las mas, reconstruiran el epitelio al finalizar la penetrac161}.

Localizado el esporocisto en posicién subepitelial, en los primeros
dias de infestacién, existe un espacio claro que lo rodea. Este espacio es
més o menos grande, en relacién con la estructura de la regién. I.VIuc'hos
esporocistos aparecen rodeados por una verdadera cépfula conjuntiva,
a la que se asocian determinadas células (fibroblastos, células pigmenta-
rias).

Durante el 7.2 al 10.° dia de evolucién del esporocisto, desaparecen
estos signos reaccionales, apareciendo normales los tejidos del hospedador
que rodea a la larva. \

Cuando los esporocistos no evolucionan, la zona clara es exigua,
y la reaccién tisular marcada. Esta reaccién presenta caracteristicas his-
topatolégicas similares a la de los esporocistos en los primeros dias de
infestacion.

4.2. De las experiencias con L. palusiris ( Penetracién y esporocisto).

4.2.1 Histologia normal.

Lo mismo que en L. truncatula, estudiamos en este apartado ’las es-
tructuras que el miracidio encuentra asequibles para penetrar, asi como
los tejidos en los cuales se va a realizar la evolucién del esporocisto a la
fase de redia. i, DY

La parte externa del molusco estd recubierta por un e.pl'teho cilindrico
ciliado. Las células poseen un niicleo voluminoso, en posicion basa}, ova-
lado, con el eje mayor perpendicular a la base; es pobre en cromatina, la
cual aparece dispuesta en forma de pequefios granulos y contine uno o dos
nucleolos muy evidentes. :

El epitelio de la pared lateral del pie, asi como el que rem.lbre la cav.l(%a}d
del manto, es cibico, de células pequeiias, con niicleo esférico en posicién
central, muy rico en cromatina. El epitelio de revesﬁ@ento externo estd
separado del conjuntivo por una estrecha, pero bien evidente, membrana
basal.
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El tejido conectivo subepitelial aparece constituido por dos tipos de
estructuras: elementos celulares y fibras. Las células son, fibroblastos,
células pigmentarias, vesiculares y mucosas. Las fibras son de dos clases:
conjuntivas y musculares.

Los fibroblastos son de forma variada, dominando el tipo alargado.
Tienen un citoplasma abundante, frecuentemente con grandes cantidades
de un pigmento marrén, localizado periféricamente. El resto del citoplas-
ma es baséfilo, con aspecto reticulado. El niicleo es esférico o ligeramente
ovalado, rico en cromatina, que aparece dispuesta en granulos. En el in-
terior del nicleo es perceptible un gran nucleolo. En preparaciones con
hematoxilina-eosina se hace dificil la delimitacién del contorno celular,
identificindose estos elementos por las caracteristicas nucleares.

En el tejido subepitelial del pie, este tipo de células no es muy abun-
dante, por el predominio de elementos fibrilares, circunstancia que hace
que esta regién tenga gran consistencia. Por el contrario, en el borde del
manto donde las fibras escasean, son mas abundantes, relaciondndose por
medio de sus prolongaciones citoplasméticas y constituyendo una red.

Las células pigmentarias son en esta especie mucho més evidentes que
en L. truncatula. Aparecen diseminadas en el seno del tejido conjuntivo,
constituyendo a veces pequefios grupos. Son de tamafio mayor que los
fibroblastos, de forma irregular, con bordes curvos. Tienen un nicleo
esférico, excéntrico o intimamente relacionado con la membrana celular,
rico en cromatina. En algunas células se observa una formacién més densa,
y que pudiera tratarse del nucleolo. El citoplasma es claramente acidéfilo,
con presencia de pequefas esférulas de un pigmento cuya coloracién va-
ria de unas células a otras. En unas aparece amarillo claro, para tornarse
préacticamente negro en otras.

Células vesiculares—Son células muy irregulares, ovaladas, alargadas,
ecétera. En la pared dorsal de la cavidad bucal aparecen formando grupos
compactos, que adoptan forma poliédrica por presiones reciprocas. Son
elementos muy voluminosos, con niicleo pequefio pobre en cromatina y de
forma variada. Su situacién dentro de la célula unas veces es central y
otras periférica. El citoplasma es ligeramente baséfilo, presentando general-
mente aspecto reticulado; otras veces da la impresién de contener elemen-
tos fibrilares y como si las fibras arrancaran del nucleo, adoptando éste la
forma de medusa. Las membranas celulares son netas, pudiéndose ver per-
fectamente todo el contorno celular.

Células mucosas—Son muy escasas en el tejido conectivo profundo
de L. palustris. Aparecen concentradas, constituyendo grandes colonias
a nivel de la membrana del epitelio del pie, en la regién conjuntiva subna-
sal y alrededor de la boca.

En preparaciones con hematoxilina-eosina se las identifica por su in-
tensa basofilia. Son células pleomérficas, de gran tamafio, con niicleo cen-
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tral, rico en cromatina. Cuando contienen gran cantidad de material, el
niicleo queda parcialmente enmascarado. El citoplasma, en células llenas,
presenta aspecto granuloso; en aquellos elementos que han expulsado su
contenido, el citoplasma presenta aspecto reticulado.

Las células situadas més profundamente, dan unas prolongaciones
que se relacionan con las situadas en intimo contacto con la membrana
basal. No se han observado verdaderos conductos excretorios, la secrecién
se realiza por medio de un sistema lacunar cuyos extremos se abren entre
las células epiteliales.

Estos espacios lacunares carecen de estructura, presentando a la sec-
‘¢ién transversal una tenue membrana de aspecto conjuntivo. Interiormente
aparecen repletos de material baséfilo.

Este tipo de células mucosas aparecen mas desarrolladas en L. palus-
tris que en L. truncatula, pudiendo esta diferencia morfolégica servir como
elemento diferencial de estas dos especies de pulmonados terrestres.

Las fibras conjuntivas son fundamentalmente coligenas. Son fibras
mucho mis delicadas que las musculares, cortas, que se entrecruzan difusa-
mente, constituyendo una extensa red entre los elementos celulares y las
fibras musculares. No se observa en su interior estructura alguna. En prepa-
raciones tefiidas con hematoxilina-eosina son dificiles de identificar, por
tener caracteristicas semejantes a las musculares. Con el método de la tri-
ple tincién de Mallory, lo mismo que las fibras conjuntivas de L. truncatula,
se tifien de color azul.

Las fibras musculares, sobre todo en la regién del pie, donde son muy
abundantes, y en secciones de la porcién correspondiente al misculo co-
lumelar, son anchas, constituyendo fasciculos que llevan distintas direc-
ciones. Son de variedad lisa, con una disposicién paralela de las miofibri-
llas longitudinales. Los niicleos son alargados, pobres en cromatina, lo
que hace dificil su identificacién.

4.2.2. Penetracién y localizacion

Los miracidios de F. hepatica actiian en esta especie de molusco de la
misma forma observada en L. truncatula. Puesto en presencia de L. palustris,
con movimientos vivos, tratan de tomar contacto para realizar la penetra-
cién. Hecho el contacto, el miracidio rota alrededor de su eje longitudinal,
introduciendo la extremidad cefilica entre las células de revestimiento
externo del molusco.

Los miracidios ea L. palustris no tienen apetencia por una regién de-
terminada para invadir al molusco. Lo. mismo que en L. truncatula, hemos
encontrado esporocistos en las més variadas localizaciones, si bien en L. pa-
lustris la regién del pie debe ofrecer alguna dificultad, basada especial-
mente en el mayor desarrollo de sus células mucosas, cuya secrecién posi-
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blemente constituye una especie de pelicula entorpecedora de la penetra-
ci6én. Cuantitativamente y en las mismas condiciones de infestacién, pene-
tran méas miracidios en el pie de L. truncatula, que en el de L. palustris,
a pesar de haberlos sorprendidos fijados en esta regién. Por el contrario
el niimero mayor de miracidios en L. palustris lo encontramos en aquellas
estructuras externas que carecen de células mucosas o las poseen en nimero
muy escaso, como los labios, las regiones tentacular y subtentacular, la
cavidad paleal, etc.

Otro aspecto de la penetracién de L. palustris, es la frecuencia con
que hemos encontrado gran cantidad de miracidios que habian entrado
por el pneumostoma y que penetraban a través del revestimiento epitelial
del saco pulmonar, posibilidad que fue admitida por LEukarT (1901) para
L. truncatula, y que ha sido discutida como via de infestacién de otros
moluscos, por ejemplo, Planorbis, por Schistosoma mansoni. (MALDONADO
y MaTiENZO 1947 loc. cit) (fig. 9y 10).

4.2.3. Histopatologia

Lo mismo que en L. truncatula, observamos durante la penetracién
en L. palustris, procesos alterativos del epitelio ciliado del miracidio
y de las células epiteliales de revestimiento del molusco.

4.2.3.1. Alteraciones del epitelio ciliado del miracidio

Hemos observado desprendimiento del epitelio ciliado del miracidio

y presencia de células vacuolizadas, fuera de los tejidos del caracol. En

- cortes para estudio histolégico, es dificil interesar este tipo de células; tni-

camente en las que han quedado adheridas al mucus es posible una identi-
ficacién posterior. (

4.2.3.2. Alteraciones de los tejidos del molusco

A las dos horas de la infestacién experimental, hemos encontrado es-
porocistos implantados en el tejido subepitelial de las regiones externas
del molusco.

El modo de penetracién es idéntico a como se realiza en L. truncatula,
es decir, por una elongacién del extremo anterior del miracidio, que actiia
a modo de punzén y con la secrecién de una enzima capaz de disolver el
cemento intercelular, penetra entre las células desprendidas, para alojarse
en el conjuntivo. Una vez que gran parte del miracidio ha penetrado, la
porcién anterior se hace globulosa, y se adelgaza el extremo posterior,
que insensiblemente se va introduciendo.

En este tipo de limnea, el orificio de entrada es francamente més eviden-
te que en el caso de L. truncatula, observandose la existencia de células
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epiteliales con cierto grado de degeneracion. Penetrado el parasito, es
evidente una solucién de continuidad de la porcién maés superficial del
epitelio. Da la impresién de que parte de las células, en un intento de re-
paracién de la herida, se han comprimido sobre la membrana basal, que-
dando en la parte superior un vacio, como producido por sacabocados.
La cicatrizacién posterior, que es muy rapida, corre a cargo de las pro-
pias células desprendidas durante la penetracién que no han sufrido ne-
crosis.

En estas experiencias, no hemos sorprendido las evaginaciones del
epitelio en el punto de entrada del miracidio, tipicas en L. truncatula.

Localizado el esporocisto en posicién subepitelial, el comportamiento
de los tejidos del caracol es distinto en relacién con la regién. En el pie,
y en general en zonas de gran riqueza en fibras musculares procedentes
del masculo columelar, apenas si existe espacio claro rodeando al esporo-
cisto. Por el contrario, las formas larvarias que han penetrado por el bor-
de del manto presentan una amplia zona clara y espesamiento de las es-
tructuras con desaparicién de los espacios intersticiales.

A las 6 horas de infestacién, el epitelio aparece totalmente reconstrui-
do y el miracidio rodeado por una cépsula conjuntiva evidente, constitui-
da especialmente por fibras colagenas (fig. 11). ;

En estas primeras horas hemos encontrado esporocistos alojados €n
el pie que presentaban signos degenerativos. El esporocisto tiene aspec-
to tabicado, con espacios claros en su interior, posiblemente por destruc-
cién de las células germinativas. Las células que persisten presentan una
clara picnosis y el citoplasma vacuolizado. En conjunto la imagen difiere
considerablemente de la de aquellos esporocistos que tienden a evolucio-
nar normalmente. Alrededor de los esporocistos involucionados existe
un espacio claro, sin ningin elemento estructural y, limitandolo exterior-
mente, aparecen los elementos conjuntivo-musculares del caracol, cons-
tituyendo una verdadera capsula. En la parte externa de la céapsula se

advierte la presencia de un componente celular constituido especialmente
por fibroblastos y células pigmentarias.

A las 48 horas después de la infestacién no encontramos alteraciones
tisulares, en los esporocistos en vias de evolucién. Por el contrario, en este
periodo existen abundantes sacos esporocisticos degenerados, con carac-
teristicas estructurales distintas a las que encontrabamos en el mismo caso,
a las pocas horas de infestacién.

Los esporocistos aparecen rodeados por una membrana, que se hace
més evidente por la aposicién de células embrionarias. La parte central es
clara, sin estructura; tnicamente existen algunas esférulas baséfilas jun-
tamente con un pigmento marrén. Los tejidos del hospedador rodean y
aislan el saco esporocistico con gruesos fasciculos fibrilares. En este caso,
observamos también la existencia de células cargadas de pigmento y
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otro tipo de células de pequefio tamarfio, los amebocitos. Hay que destacar
que en estos procesos degenerativos de los esporocistos, existe en el foco
gran cantidad de pigmento libre, a veces tan abundante, que enmascara
la estructura de los componentes tisulares. :

Otros sacos esporocisticos no presentan signos degenerativos tan
acusados, pero, la falta de reaccién de los propios tejidos del caracol, que
hace no exista una delimitacién clara entre ambas estructuras, nos ’hace
pensar que se trata de formas larvarias perfectamente toleradas ,aun e
concluirén su evolucién larvaria. A

Alrededor de algunos sacos esporocisticos cuyo porvenir no podia-
mos predecir desde el punto de vista estructural, encontramos, no frecuen-
temente, un curioso tipo de células, que por su estructura y situacién nos
recc_)rdaban a las células gigantes de cuerpo extrafio de los vertebrados su-
periores. Eran células de gran tamafio de aspecto irregular y citoplasma
bas’ofllo y gr'anuloso. En su interior, presentan una serie de formaciones
esféricas equiparables a niicleos. La disposicién de estos supuestos niicleos
en el interior de la célula es desordenada. Estas células, creemos, sin lugar
a duda, que se han formado a partir de los amebocitos; céluias totipo-
tentes y equiparables a los histiocitos. , ?

. A los tres dias de infestacién, existen sacos esporocisticos en las més
variadas localizaciones, abundando con preferencia en el borde del man-
to, donde pueden verse en grandes cantidades, en infestaciones masivas
]'_:as .alteraciones tisulares se caracterizan por la existencia de un acﬁmulc;
hqmdo‘ parangonable al edema intersticial de los vertebrados superiores.

i En regiones donde el tejido conjuntivo es mis denso y se reiinen
varios sacos esporocisticos, constituyen una cdpsula comiin, donde frecuen-
temente aparecen células fagocitarias (amebocitos). En el interior de la
zona (Ela.ra y ampliamente diseminadas, se encuentran células conjuntivas
histolégicamente normales, como en un intento de defensa ante el insulto
que supone el'miracidio en los tejidos del caracol. Son fibroblastos y célu-
las pigmentarias y un tipo de células que posiblemente sea de transicién
entre las dos primeras, pero que recuerdan a las células cebadas. Son ele-
mentos ovalados, mayores que los fibroblastos, con gran cantidad de
granulaciones baséfilas esféricas en el citoplasma. El nicleo es alargado
y en posicién central, relativamente rico en cromatina. ¢

A los 5 dias de infestacién hemos encontrado esporocistos que conserva-
ban en parte su revestimiento epitelial. Estos miracidios aparecian locali-
zados a nivel de la cavidad bucal. Exteriormente aparecen rodeados por
fibroblastos de aspecto estrellado. ’

Del 7.2 al 10.° dia de infestacién notamos serias transformaciones, tan-
to en aquellos esporocistos que van a degenerar, como en los tejidos del7 hos-

pedaflor que rondan a los esporocistos normalmente evolucionados y en
las células embrionarias.
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Los miracidios en vias de degeneracién, aparecen mal delimitados,
como si se hubiefa producido un fenémeno de lisis. En cuanto a las célu-
las embrionarias, no adoptan la disposicién tipica y no se observa ninguna
diferenciacién celular. Presentan un citoplasma acidéfilo. El nicleo,
pobre en cromatina, no es tan evidente como en las formas larvarias en
evolucién. El nucleolo apenas si es visible. Los tejidos del hospedador con-
tinfian insensiblemente con las estructuras del esporocisto sin que exista de-
limitacién. Solamente en regiones cercanas se observa la presencia de
células pigmentarias, fibroblastos y pequefias células fagocitarias.

La reaccién de los tejidos del hospedador cuando los esporocistos
evolucionan normalmente, es minima y, en este periodo de infestacién,
hay que destacar la ausencia total de la barrera conjuntiva y demés ele-
mentos celulares que encontrabamos en los dos primeros dias después de
la infestacién. En regiones donde los esporocistos tienen grandes posibili-
dades de evolucionar, como son todas aquellas que poseen tejido conjunti-
vo laxo, con presencia de amplios espacios tisulares, la larva sigue ro-
deada por el espacio claro, existiendo exteriormente una discreta tenden-
cia a la disposicién en empalizada de los elementos fibrilares. Se liene la
impresién de que, una vez pasado el primer ataque del parasito, existe una
perfecta tolerancia entre éste y el hospedador. En infestaciones masivas y
sorprendidos los esporocistos en gran cantidad en el borde del manto, los
tejidos no ofrecen reaccién ninguna; solamente grandes espacios claros, ro-
deando a las larvas y a la presencia de una sustancia hialina, en la que que-
da una pequefia cantidad de fibroblastos. El tejido conjuntivo laxo tipico
de esta region, queda reducido a una estrecha franja en relacién intima
con el epitelio externo.

Las células embrionarias del saco esporocistico siguen en su evolu-
cién las mismas etapas que ya observamos en L. truncatula. Es posible que
en esta especie de pulmonado, la evolucién sea algo més rapida, ya que a
los 8 dias de infestacién sorprendimos sacos esporocisticos con redias en
bastante avanzado estado de desarrollo.

Concluimos resumiendo objetivamente las lesiones histopatolégicas
observadas en estos dos primeros periodos de infestacion.

Respecto a la localizacién, atin cuando el miracidio puede penetrar
por cualquiera regién expuesta del caracol, prefiere zonas distintas al
pie, pudiendo penetrar a través del pneumostoma.

En el punto de penetracién, se produce disgregacién de las células
epiteliales, con destruccién de gran cantidad de ellas, que provocan una so-
lucién de continuidad evidente. La reparacién se realiza a partir de
células desprendidas indemnes y por divisién de las que marginan el ori-
ficio de entrada.

Localizado el esporocisto en posicién subepitelial, en los primeros
dias de infestacion, la respuesta de los tejidos del molusco varia con la lo-
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calizacién. En aquellos puntos donde abundan las fibras conjuntivas, el
espacio claro es exiguo y la larva aparece rodeada por las fibras, consti-
tuyendo una cépsula a la que acompafian elementos celulares (fibroblastos,
amebocitos, células pigmentarias). Cuando estdn localizados en el seno
del tejido conjuntivo laxo, el espacio claro es amplio. Por el contrario, no
existe la clasica disposicién de las fibras rode4andolos.

En relacién con los elementos fibrosos, suele aparecer una especie
de célula multinucleada gigante.

En este tipo de molusco, sobre todo en el pie, es frecuente la existen-
cia de esporocistos degenerados. Unas veces ocurre una clara reaccién
conjuntiva alrededor de un aciimulo de células embrionarias alteradas
y, por el contrario, otras veces presentan estas células las mismas carac-
teristicas.

Desde el punto de vista comparativo, no parecen existir en estos
periodos, grandes diferencias histopatolégicas entre las dos especies de
moluscos estudiadas.

En cuanto a la invasién en L. truncatula penetran por cualquiera de
las regiones expuestas. En L. palustris lo hacen mas fcilmente por una
regién distinta a la del pie.

El punto de penetracién es pequefio, sin apenas destruccién celular en
L. truncatula. En L. palustris es amplio, con clara destruccién celular y
con regeneracién posterior.

El esporocisto se desarrolla en ambas especies en un punto cercano
al de penetracién.

En los dos tipos de moluscos existe reaccién conjuntiva en los prime-
ros dias de infestacién, observandose en L. palustris un tipo de célula gigan-
te que no vimos en L. truncatula. Desde el 6.° al 10.° dia no existe en nin-
guna de las especies, reaccién tisular marcada; la zona clara que rodea
a la larva est4 en relacién con la regi6n.

Tanto_en L. palustris, como en L. truncatula, hemos observado espo-
rocistos degenerados, siendo més numerosos en la primera y de locali-
zacién podal. Estos esporocistos presentan alteraciones de las células em-
brionarias, asi como reaccién conjuntiva de los tejidos circundantes. En
L. palustris se observa en estos casos un actimulo de pigmento marrén.

4.3. De las experiencias con L. truncatula (redias y cercarias)

4.3.1. Histologia normal de las zonas de desarrollo de las redias y cercarias.

Cuando las redias han llegado a su total madurez, salen del saco es-
porocistico y emigran, desarrollandose en los siguientes 6rganos:

1—Tejido conjuntivo muscular que rodea a la cavidad paleal y cavidad
general del cuerpo.
2—Rifién.
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3 —Hepatopéncreas.

Consideramos, en contra de la opinién de algunos autores (TAYLOR
1965), que el saco esporocistico no realiza emigraciones importantes,
desarrollédndose cerca del punto de implantacién. -

4.3.1.1. Tejido conjuntivo-muscular y cavidad general del cuerpo

El tejido conjuntivo-muscular que rodea a la cavidad paleal, ya fue
descrito en el apartado anterior cuando hicimos referencia a la penetracién
y fase de esporocisto.

La cavidad general del cuerpo, contiene los 6rganos del molusco. Cons-
ta de un tejido conectivo, que se dispone formando una especie de cubier-
ta membranosa, que envuelve los érganos y ocupa los espacios existentes
entre ellos.

Este tejido conectivo, igual que el que se encuentra en regiones ex-
ternas del caracol, estd constituido por un componente celular y otro fi-
broso.

El componente celular lo constituyen los fibroblastos, células vesi-
culares y amabocitos.

Los fibroblastos presentan las mismas caracteristicas descritas. Po-
seen finas prolongaciones que se entrecruzan formando espacios por donde
circula la hemolinfa.

Las células vesiculares aparecen distribuidas en la radula, en el teji-
do conectivo del hepatopancreas y el ovotestis. Su estructura ya ha sido
descrita.

BAECKER (1932) considera a los amebocitos como equivalentes a los
leucocitos de los animales superiores. Son de pequefio tamafio, muy poli-
morfos, con un niicleo vesicular esférico o alargado, en posicién franca-
mente excéntrica y la cromatina distribuida irregularmente. El citoplas-
ma es baséfilo con presencia, a veces, de granulos y vacuolas.

El componente fibrilar estd constituido por un pequefio nimero de
fribras coldgenas. ;

™

4.3.1.2. Rifién

Consta de una porcién tubular y otra sacular. La primera, formada
por células epiteliales ciibicas, con una membrana basal, donde existen
algunas fibras musculares. El niicleo de las células es esférico, rico en cro-
matina y de localizacién central. El citoplasma da la impresién de estar
longitudinalmente estriado en su polo libre.

La porcién sacular, forma una serie de repliegues con un epitelio
de revestimiento a base de células cilindricas, con un niicleo esférico o
ligeramente ovalado, situado en posicién basal. El citoplasma es vacuola-
do y contine granulaciones acidéfilas.
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4.3.1.3. Hepatopdncreas.

Juntamente con el ovotestis, ocupa los dos tercios caudales del cuerpo
del caracol. Consiste en una glandula tubulosa compuesta, con un conduc-
to principal y una serie de l6bulos secretores, separados por una fina capa
de tejido conectivo fibroso que, a su vez, penetra por entre los 16bulos.

El conducto corre a lo largo de los 16bulos pasando luego al ciego.
El epitelio da lugar a una serie de pliegues que van disminuyendo de
niimero a partir de su unién en el ciego, haciéndose completamente liso
hacia la parte posterior. Esta constituido por células altas con el extremo
libre cubierto de cilios.

Los 16bulos glandulares estdn cubiertos por una delgada ldmina de
tejido conjuntivo. En los intersticios del tejido conectivo existen lagunas
hematicas, células vesiculares y fibroblastos, principalmente.

En los 16bulos hepéticos de L. truncatula diferenciamos por sus
caracteristicas morfol6gicas, dos tipos celulares: células mucinosas y cé-
lulas digestivas.

Las células mucinosas, de forma piramidal, tienen un nicleo esférico
rico en cromatina y con un gran nucleolo. El citoplasma es reticular, con
presencia de granulos baséfilos en su interior.

Las células digestivas, estan situadas entre las anteriores. Normalmen-
te no llegan a la superficie de la luz. Por tratarse de una glandula holo-
crina, el extremo libre tinicamente alcanza la luz de los tibulos al romper-
se la membrana celular superficial y dar salida juntamente con los produc-
tos de secreci6n a organulos intracelulares.

Estas células digestivas, en su evolucién, elaboracién y secrecién de
material, siguen un proceso evolutivo complicado (Pan, 1958).

Comienza por un periodo de diferenciacién a partir de los fibroblastos
existentes en el conectivo intertubular y se transforman en células cilindri-
cas carentes de cilios. El niicleo, en posicién basal, es esférico y rico en
cromatina. El citoplasma presenta reaccién baséfila y se advierte la exis-
tencia de granulos de secrecién.

Posteriormente hay un actimulo de material acidéfilo en el citoplas-
ma celular. Las células se hacen irregulares, globulosas, dando a la luz
del tibulo aspecto igualmente irregular. Por dltimo, se aprecia la existen-
cia de vacuolas en el interior del citoplasma, que conduce con su crecimien-
to a la rotura de la membrana de la superficie libre de la célula con descar-
ga de su contenido en la luz del tibulo.

Dado el gran polimorfismo observado en este tipo de células y en rela-
cién con su funcién, no es raro que se haya pretendido identificar varios
tipos celulares. Nosotros nos aventuramos més; creemos que el hepatopén-
creas de L. truncatula posee solamente un tipo de células, que adquieren
distinta morfologia segtin la fase funcional y el requerimiento del momento.
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Por distintas causas, creemos que una célula digestiva puede transfor-
marse en vesiculosa y una vesiculosa en digestiva.

4.3.2. Histopatologia

Siguiendo el orden establecido en la descripcién de los érganos don-
de maés frecuentemente asienta el parésito, estudiamos en este apartado las
lesiones provocadas por la redia en los tejidos conjuntivo-muscular, cavidad
general del cuerpo, rifién; maés las provocadas por redias y cercarias en
el hepatopéancreas.

4.3.2.1. Lesiones en el tejido conectivo muscular

Cuando la redia ha alcanzado el estado de madurez, por rotura del sa-
co esporocistico, queda libre en el mismo lugar de evolucién de éste y,
alimenténdose de los propios tejidos del caracol, se dirige hacia el hepato-
péncreas, al mismo tiempo que comienza la evolucién de las células germi-
nativas.

El primer problema que se plantea al respecto, es la forma de la sali-
da de la redia y el mecanismo en virtud del cual va a producir la rotura
de la membrana del espdticisto.

Uno de los modos, puede ser puramente ?{ecénico. Las redias conteni-
das en el saco esporocistico, al evolucionar van distendiéndolo y adel-
gazéndolo hasta que aquél «estalla». Sin embargo, hemos observado la
falta de membrana esporocistica en fase de redias maduras. Por el contra-
rio, las de crecimiento retardado, presentaban una membrana evidente.
Pensamos que, independiente del factor mecénico, exista un factor de tipo
enzimatico, segregado por la propia redia y que acttia provocando una di-
solucién de la membrana que lo circunda, quedando de esta forma libre,
sin menoscabo de la ulterior evolucién del resto de las formaciones lar-
varias que no han alcanzado la total madurez.

4.3.2.1.1. Lesiones en el pie.

A partir del 8.° dia, encontramos redias en el pie del molusco. Se tra-
ta de formas larvarias recién salidas del saco esporocistico y perfectamen-
te viables. El hallazgo de redias en este 6rgano, indica que el pie no es to-
talmente inadecuado para la evolucién del esporocisto, como se pretende.

La redia aparece rodeada por un espacio claro, con las mismas carac-
teristicas que presentaban los esporocistos a los pocos dias de la infestacién.
En la parte externa existe gran cantidad de células que, aunque dificiles
de interpretar, consideramos se trata de fibroblastos y amebocitos, tan
intimamente relacionados, que constituyen una verdadera barrera conjun-
tiva (figura 13). En otros casos, los tejidos que rodean a la redia presentan
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menos nimero de células y la cdpsula formada es fundamentalmente fi-
brosa.

En general, las lesiones en esta primera localizacién no son muy evi-
dentes y difieren poco de las del estado final del esporocisto. En esta fase,
es evidente que la redia recién eclosionada no ha comenzado su accién
depredadora, o bien su alimentacién consiste en los detritos que pudieran
existir en el espacio claro, y que posiblemente correspondan a fragmen-
tos de la membrana del esporocisto. :

4.3.2.1.2. Lesiones en las proximidades del ojo.

En distintos intervalos de infestacién se han podido encontrar redias
libres localizadas a nivel del ojo. A los 21 dias, algunas de ellas presen-
tan caracteres especiales. Son redias libres, puesto que carecen de saco espo-
rocistico. Sus érganos estdn perfectamente y, por dltimo, puede verse con-
tenido en el saco gastrico, lo que indica la ingestién de sustancias alimen-
ticias (fig. 14).

Los tejidos del caracol no presentan grandes lesiones. Unicamente se
observa un mecanismo defensivo que consiste en la presencia de elementos
fibrosos, (fibras colagenas) dispuestos circularmente alrededor de la'larva.

El hecho de que no exista destruccién celular alrededor de la forma-
cién larvaria alimentada, apoya nuestra hipétesis de que estos alimen-
tos proceden de restos del saco esporocistico, o también de células em-
brionarias que, por varias circunstancias, no han alcanzado la evolucién
total.

Podria pensarse que las redias que evolucionan en estas regiones
no alcanzan nunca el hepatopéncreas, por impedirselo la barrera conjun-
tiva y que finalmente degeneran y mueren. En nuestras experiencias no
hemos encontrado redias que presenten sefiales de que tal proceso fuera
evidente.

4.3.2.1.3. Lestones en el tejido conjuntivo-muscular que rodea a la cavidad
paleal.

En el borde del manto y, en general, en todos los tejidos del caracol
constituidos por conjuntivo laxo, se aprecian lesiones con mas frecuencia
que en las localizaciones anteriores.

A los 8 dias y con infestaciones masivas encontramos sacos esporo-
cisticos en el borde del manto, conteniendo formaciones larvarias en dis-
tintos grados de evolucién. Desde redias casi totalmente maduras, hasta
conglomerados de células embrionarias, cuya evolucién parecia detenida.
El saco esporocistico era muy tenue, confundiéndose en algunos puntos
con los bordes del tejido del molusco. A su alrededor abundan las células
conjuntivas, pero sin adoptar una disposicién especifica. Las fibras muscu-
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lares existentes en la regién aparecen con aspecto de degeneracién hia-
lina, habiendo desaparecido la estriacién longitudinal tipica.

A los 16 dias, en infestacién con 5-10 miracidios, encontramos redias
libres en el borde del manto, y el tejido conjuntivo se disponia igualmente
alrededor de la larva. En ocasiones, aparte de las células tipicas, encontra-
mos algtin tipo de célula especial, tal como alguna célula adiposa con ca-
racteristicas estructurales idénticas a la de los vertebrados superiores.
Se identifica este tipo celular por presentar el nicleo en posicién peri-
férica y en intima relacién con la membrana celular, adoptando en conjun-
to la forma de anillo de sello. El citoplasma estd ocupado por una gran
vacuola. Posiblemente se trate de fibroblastos que han sufrido un proceso
de infiltracién grasa debido a trastornos metabélicos inducidos por el
parasito.

A los 19 dias y en las mismas condiciones de infestacién, podemos ver
cémo la redia se va alimentando de los tejidos del caracol, puesto que las
estructuras que se encuentran a nivel de la entrada de la faringe aparecen
con amplios espacios claros. Por el contrario, la parte posterior y laterales
presentan un tejido conjuntivo normal.

En este mismo periodo de infestacién, localizamos redias en el tejido
conjuntivo-muscular a nivel del estémago. Las lesiones son pequefias y
consisten en la destruccién de un exiguo niimero de elementos celulares.
Posiblemente esta destruccion sea de tipo mecénico, es decir, se deba a con-
flicto de espacio, por crecimiento simultdneo de varios sacos que comprimen
las células, destruyéndolas. Las células del estémago préximas a la redia,
aparecen estructuralmente normales, apareciendo @nicamente un adelgaza-
miento de las capas conjuntivo-musculares. Esta lesién es posible que sea
igualmente por compresién.

Redias libres en miiltiples localizaciones, hemos encontrado en el
transcurso de nuestras experiencias. A los 12 dias, y en ejemplares infes-
tados con 5-10 miracidios, hallamos redias en el tejido conjuntivo laxo a
nivel del eséfago. Eran redias libres, alimentdndose activamente, como lo
demuestra la gran distensién del saco géstrico y la presencia en su interior
de detritos de dificil identificacién. Se trata, en general, de una masa uni-
forme sin estructura y ligeramente baséfila.

Existe, en este caso, una alteracién evidente de los tejidos del molusco.
Aparecen disgregados y han perdido el aspecto reticular tipico. Posible-
mente estas lesiones sean consecuencia de la accién conjunta de dos factores:
por una parte la accién expoliadora y por otra la depredadora.

Observamos en esta experiencia un hecho que nos habia llamado la
atencién en experiencias anteriores y que achacdbamos a un defecto de
téenica. Las estructuras aparecian frecuentemente con aspecto borroso, en
las zonas préximas a las formas larvarias, especialmente en la fase de
redia. Las células, en estos casos, son de dificil identificacién, tienen as-
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pecto, en conjunto, de carne cocida. El citoplasma celular estd lleno de
una sustancia amorfa y los niicleos toman caricter acidéfilo en algunas
células. Las fibras conjuntivas aparecen tumefactas y fragmentadas. Al-
gunas de las células encontradas cerca de la redia, parecen proceder del
saco esporocistico; son células germinativas que no han constituido parte
de un grupo, o que habiéndolo constituido no evolucionaron y, finalmente,
se disgregaron (fig. 15).

Que estas alteraciones son debidas al efecto del parasito, nos lo hace
suponer la circunstancia de que, dentro del mismo corte histolégico, encon-
tramos zonas no parasitadas que conservan su estructura y caracteristicas
tintoriales en los distintos componentes tisulares.

A los 19 dias de infestacién, existen redias a nivel del saco pulmonar.
En este caso se trata de redias que han encontrado un lugar adecuado para
su proceso evolutivo. La redia presenta una gran longitud y pueden ya di-
ferenciarse en su interior grupos celulares, que posteriormente dardn lugar
a las cercarias. No parecen existir grandes alteraciones tisulares, excepto
a nivel de la entrada de la faringe, donde se aprecian espacios claros con
células libres, que serviran de alimento a la larva en su emigracién hacia
el hepatopéancreas.

4.3.2.1.4. Formas larvarias degeneradas.

No todos los esporocistos localizados en el tejido conjuntivo-muscular
evolucionan hasta llegar a la fase de redia. Muchos de ellos sufren un pro-
ceso involutivo. Estos esporocistos no evolucionados tienen como locali-
zacién preferente el tejido del pie.

A los 8 diasy en linneas infestadas con masas de miracidios, pudimos
sorprender la existencia de sacos esporocisticos en regresién. Las células
embrionarias contenidas en su interior aparecian muy juntas, siendo impo-
sible su identificacién y su estudio. Los nicleos eran palidos en las célu-
las que conservaban todavia su estructura, ya que en otras aparecian cla-
ramente vacuolizados. Alrededor del saco esporocistico involucionado 1o
existia una membrana diferenciada; exteriormente este saco, era de forma
irregular, con entrantes y salientes. La zona clara era relativamente amplia,
observindose en su interior una masa pulverulenta de un pigmento marrén.
Delimitando la zona clara existia una verdadera reaccién conjuntiva, estan-
do protegida la propia cépsula por gran cantidad de células mucosas,
que se tefifan intensamente por colorantes bésicos.

A los 13 dias y en las mismas condiciones de infestacién y de implanta-
cién encontramos sacos esporocisticos con un grado avanzado de degene-
racién. Su parte interna estd constituida por un espacio claro amplio, en el
que nadan algunas pocas células esféricas que, por sus caracteristicas his-
tolégicas, identificamos como germinativas degeneradas. Tienen un tama-
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fio ligeramente mayor que el normal y han perdido su intensa basofilia pa-
ra tornarse ligeramente acidéfilas. El citoplasma es vacuolar. Exteriormen-
te, el saco esporocistico carece de membrana o esta soldada intimamente al
tejido circundante. Los tejidos del caracol se disponen concéntricamente
constituyendo una cépsula. Fuera de la cépsula hay gran cantidad de tejido
conjuntivo denso, pobre en células y con pigmento marrén. (figura 16).

A partir de los 15 dias de infestacién encontramos sacos esporocisticos
que, sin presentar signos degenerativos, tampoco muestran caracteres evolu-
tivos. En este caso, los tejidos del molusco han organizado una capsula con-
juntiva aisldndolo por completo. Esta cdpsula estd constituida por fibras
conjuntivas - jalonadas por fibroblastos que se disponen uniformemente.
En el espacio claro entre la cdpsula y el parasito, destaca la presencia de
algunas células piramidales de niicleo voluminoso rico en cromatina, po-
siblemente se trate de amebocitos.

4.3.2.2. Lesiones de la cavidad general y rifion (emigracién de redias).

Una vez que las redias han salido del saco esporocistico intentan su
emigracién hacia el hepatopancreas, punto donde concluirdn su proceso
evolutivo con la formacién y expulsién de cercarias. Las redias llegan ha-
cia este organo por el camino, no sélo mas corto, sino més facil, como es la
cavidad general del cuerpo, progresando a través del tejido conjuntivo que
rodea a los érganos y a través de la gldndula del albumen y del ovotestis
para llegar al hepatopéncreas.

Durante la emigracién, que suele ser bastante rapida, la larva atraviesa
barreras epiteliales, cuyas células desprendidas le sirven de alimento. Pos-
teriormente la redia se nutre a expensas del tejido conjuntivo y de los liqui-
dos que por él circulan.

A los 14 dias, en infestaciones con masas de miracidios, sorprendemos
redias destruyendo el epitelio de la cavidad paleal para penetrar en la ca-
vidad general. Estas redias, en general, provocan la destruccién de los teji-
dos que encuentran en su emigracién, quedando a su paso un espacio claro,
sin estructura.

A partir de los 16 dias de infestacién, la mayor parte de los moluscos
presentan redias libres en la cavidad general del cuerpo.

Se localizan entre la 14mina del tejido conjuntivo que envuelve exte-
riormente a los érganos, asi como entre los senos venosos. La redia se ali-
menta de estas estructuras, dejando a su paso gran cantidad de detritos, que
se tifien intensamente por colorantes basicos. A veces, el parasito comprime
fuertemente alguno de los érganos, provocando moditicaciones en la luz
del conducto. Esta accién es puramente mecénica, si bien en su actividad
depredadora puede originar la destruccién de las capas externas del 6rga-
no con el que ha entablado contacto.
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En infestaciones con masas de miracidios, puede ser tal la afluencia
de redias en la cavidad general del cuerpo, que los espacios interorgénicos
estan ocupados por el parésito, y gran cantidad de células polimorfas,
amebocitos, que se congregan particularmente alrededor de las redias.
Las membranas basales de los distintos érganos aparecen desflecadas. To-
da la cavidad libre del cuerpo, estéd bafiada por una sustancia baséfila,
hialina. Por otra parte, los tejidos son deleznables, toman mal los coloran-
te y, en general, presentan el aspecto de las estructuras que padecen una
degeneraci6n turbia.

4.3.2.3. Lesiones en el hepatopdncreas.

A partir del decimonoveno dia de infestacién, las redias han pasado a
través de la cavidad general del cuerpo, hacia la gléndula del albmrnen
y el ovotestis, para establecerse en el hepatopéncreas, donde concluirdn
su evolucién.

La glandula del albumen, tubular, esta constituida histol()gicar}len.te
por un conducto excretor y formaciones tubulares ramificadas. El epitelio
de los tibulos contiene dos tipos celulares: la células secretoras y las de
sostén.

Las células secretoras son polimorfas, con niicleo central esférico,
muy rico en cromatina. El interior del citoplasma contiene gran cantidad de
granulos acidéfilos:

Las células de sostén, situadas entre las anteriores, son dificiles de
identificar en ciertos momentos de actividad de la glandula, por quedar
comprimidas por las células secretoras. Son células cilindricas, muy estre-
chas, con niicleo alargado, en posicién variable, central o basal. Los tubos
secretores estédn cubiertos exteriormente por una fina ldmina de tejido
conjuntivo.

Las redias localizadas en este érgano a los 19 dias de infestacién, no
producen ningin tipo de lesién histolégica de los tubos glandulares.. La
larva camina y se desarrolla en el seno del tejido conjuntivo interlobulillar,
provocando tnicamente con su presencia un colapso de los tibulos maés
préximos. La redia aparece delimitada claramente por la membrana basal
de los tiibulos, en los que ha desaparecido la luz, tomando aspecto de cor-
dones macizos.

A los 20 dias y en la totalidad de las experiencias realizadas con resu!-
tado positivo, encontramos redias en el hepatopancreas. Aparecen .1ocz31h-
zadas, igualmente que en la glandula del albumen, en el tejido conjuntivo
que separa los distintos lobulillos. )

En emigraciones recientes, puede observarse la casi total ausencia
de lesiones, y tinicamente en zonas préximas a la redia, los tiibulos glan-
dulares estrechan su luz, pero casi nunca adoptan la forma de cordones
macizos, debido a la disposicién festoneada de su luz.
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En infestaciones de mds tiempo, con el correspondiente desarrollo
de la redia para la produccién de cercarias, ocupan un amplio espacio,
comprimiendo tibulos cuyas células no parecen muy afectadas, a no ser un
ligero aumento del niimero y tamafio de las vacuolas intracitoplasmati-
cas que, ademds, contienen una sustancia granular de color pardo. Cer-
ca de la larva existen pequefios actimulos celulares, fibroblastos y ame-
bocitos procedentes del conjuntivo (fig. 17).

En zonas donde existen redias en avanzado estado de desarrollo,
aparece una destruccién evidente de la glandula, cuyos restos se hallan
disgregados en el seno de una sustancia amorfa, y pequefios grupos de ame-
bocitos, como respuesta a un proceso reaccional. El resto de la glandula es
aparentemente normal, excepto la excesiva vacuolizacién de las células
mucinosas.

En nuestras experiencias, sistematicamente hemos encontrado redias
localizadas en el tejido conjuntivo intertubular, excepto en una ocasién, en
que la redia da impresién de estar localizada en el interior del conducto
excretor del hepatopancreas. La pared de este conducto es totalmente ati-
pica, puesto que carece de epitelio interno. solamente estd formado por fi-
bras colagenas dispuestas circularmente y fibroblastos. Es posible que,
casualmente, la redia penetrara dentro del conducto, provocando con su
presencia una necrosis del epitelio sin regeneracién posterior. Rodeando a
la redia existe una sustancia hialina con pequefias formaciones glandulares,
procedentes del conducto destruido y de los productos de excrecién de la
propia redia. En la parte externa y rodeando al conducto, hay una clara
degeneracién hialina del tejido conjuntivo (fig. 18).

A los 22 dias, en ejemplares con la glandula digestiva parasitada,
localizamos formaciones larvarias en el ovotestis. Histolégicamente pre-
sentan una destruccién total de los huevos y del parénquima del propio
ovotestis. Estos extremos explican la falta de puesta de masas de huevos
en moluscos infestados.

En el hepatopéncreas, las redias han logrado un claro desarrollo. Las
células embrionarias comienzan a diferenciarse hacia cercarias, o hacia
redias hijas. En una de las experiencias, un molusco infestado presentaba
redias con redias hijas. El espacio ocupado por ellas esti libre de toda
estructura, a excepcién de un depésito pulverulento procedente tanto de
la destruccién de los tejidos, como de los productos excretados por la redia.
El crecimiento larvario, ademas de la destruccién de los tiibulos, provoca
compresién de los mas cercanos. Estos presentan sus células claramente
degeneradas, en especial el extremo epical, que aparece fusionado y en
ocasiones roto, con depésito de restos en la luz de los tibulos.

A los 24 dias de infestacién, los contornos de los tubos glandulares son
irreconocibles y, en su interior, las células aparecen desorganizadas, con
detritos celulares en la luz de los titbulos.
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Existe una clara diferencia entre las formaciones tubulares relativamen-
te normales y distanciadas de las larvas, de las que estdn en intimo contac-
to con ellas.

En el primer caso, las células estdn individualizadas, con caracteris-
ticas histolégicas semejantes a las que presentan en la glindula digesti-
va normal. Quizds debido al efecto del parasitismo los niicleos son més
claros.

En el segundo caso, las células aparecen destruidas a nivel del polo
superior.

A los 30 dias de infestacién artificial, pudimos observar en la casi to-
talidad de los moluscos estudiados, presencia de redias con cercarias en
perfecto estado de madurez, asi como cercarias libres.

La localizacién es amplia, puesto que ocupan no solamente la glandula
digestiva, sino también aparecen afectados érganos como la molleja,
glandula del albumen y ovotestis.

En la molleja, asi como también en la porcién final del intestino, las
redias que contienen cercarias libres, se ubican en el tejido conjuntivo inte--
orgénico, destruyéndolo en su totalidad. La molleja es un érgano hueco,
tapizado interiormente por un epitelio simple de células altas, con un
niicleo rico en cromatina y de posicién basal. Su citoplasma es acidéfilo.
El polo apical de las células aparece diferenciado, constituyendo una espe-
cie de chapa. Rodeando al epitelio, existen varias capas de fibras muscula-
res, que dan al 6rgano un cierto espesor. Exteriormente esté envuelto por
una capa de tejido conjuntivo. Este érgano presenta siempre en su interior
sustancias extrafias.

En infestaciones con cercarias libres, se disponen éstas alrededor
del érgano, provocando una destruccién de la cubierta externa, tan inten-
sa, que, a veces, interesa a la capa muscular. No hemos observado en
estos casos ningin tipo de reaccién por parte de los tejidos del molusco.

En la porcién terminal del intestino la afluencia larvaria provoca sélo
comprensién mecénica con obstruccién de la luz intestinal dificultando el
paso de sustancias alimenticias.

En el ovotestis, la presencia de redias y de cercarias producen altera-
ciones no sélo en el parénquima del érgano, sino en los huevos. La gldndula
muestra una gran destruccién de la pared, aprecidndose interiormente
restos que proceden de la lisis celular. Los huevos son irregulares, contrai-
dos, con el niicleo desprendido. Otras veces desaparece la acidofilia del ci-

toplasma, torndndose en su totalidad en una masa amorfa, en la cual la
identificacién del nicleo es dificil (fig. 19).

En el hepatopéancreas, las larvas siguen con su localizacién en el tejido
conjuntivo interlobulillar. En este periodo de infestacién se nota la des-
truccién amplia de los tdbulos, quedando reducida la glindula a un
pequefio niimero de tibulos dispersados entre los espacios libres no ocu-
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pados por las formaciones larvarias. Entre estas, existen detritos celulares
como consecuencia de la destruccién de las estructuras orgénicas del mo-
lusco, ya que las sustancias segregadas por el parasito son, en principio
metabolizadas por las células glandulares indemnes. Esta metabolizacién
tiene ciertos limites, fuera de los cuales provoca alteraciones citolégicas.

Los tubos glandulares que han sobrevivido a la infestacién y que ejer-
cen una accién vicariante, en virtud de la cual se realizan los procesos
metabélicos del molusco, de manera suficiente como para evitar su muerte,
aparecen difusamente dispuestos. Sus células no presentan limites claros.
En el interior de su citoplasma existen gran cantidad de vacuolas. En otros
tiibulos, aun cuando sus células presentan una clara diferenciacién, la
porcién apical aparece fundida, conteniendo una masa hialina de dificil
tincién.

En infestaciones masivas del hepatopancreas se ve la escasa cantidad
de 6rgano funcionante, pero suficiente para la supervivencia del molusco
(fig. 20), puesto que la observacién se realizé sobre el animal sacrificado.

En infestaciones con 5-10 miracidios, todo el tejido conjuntivo inter-
ticial del hepatopdncreas aparece sembrado de células fagocitarias, como
respuesta a un proceso reaccional inflamatorio.

Los tubos glandulares aparecen festoneados. Las células dan la im-
presién de que se han alargado haciendose cilindricas altas. La porcién ba-
sal que contiene el niicleo es baséfila y el resto del citoplasma ligeramente
acidéfilo. En el interior del citoplasma aparecen dos tipos de vacuolas
situadas arbitrariamente. Unas son irregulares, sin contenido. Por el con-
trario, otras més abundantes, son esféricas o ligeremente alargadas, que
contienen en su interior gran cantidad de pequefias esférulas fuertemente
refringentes. Posiblemente se trata de un proceso acumulativo de sustan-
cias procedentes del parasito y que las células intentan eliminar. Cuando
la célula se ve imposibilitada para eliminar los productos de secrecién de
las larvas, su actimulo provoca la muerte (fig. 21).

El hepatopéancreas, que normalmente presenta una disposicién lobular,
con profusién de tibulos separados por conectivo, en las fases finales de
infestacién, cuando el molusco comienza a eliminar cercarias, estas se
disponen frecuentemente en la porcién central del 16bulo. En esta regién,
no se observa estructura alguna de la glandula, tinicamente un pequefio
niimero de células conjuntivas y restos procedentes de la destruccién ce-
lular. En la porcién periférica del 16bulo se disponen ordenadamente los
tiibulos indemnes, ligeramente comprimidos contra el tejido conjuntivo
interlobulillar (fig. 21).

Histolégicamente estos tiibulos son normales y su funcién no parece
estar disminuida. Las células presentan un niicleo pobre en cromatina,
en situacién basal. Esta porcién celular frecuentemente estd vacuolizada,
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mientras que la parte apical presenta un contenido acidéfilo que, en algunos
puntos, hace prominencia en la luz de los tibulos.

Finalmente, hemos encontrado moluscos con infestaciones masivas del
hepatopancreas y, sin embargo, el resto de las estructuras aparecian no
s6lo libres de formas larvarias, sino que histolégicamente era imposible
determinar la existencia de lesiones anteriores.

Resumiendo las lesiones encontradas durante las fases de redia y cer-
caria, obtenemos las siguientes conclusiones:

Las redias se han desarrollado dentro del saco esporocistico cerca
del punto de penetracién.

En el pie, las redias libres se encuentran rodeadas por tejido conjunti-
vo-muscular, sin que existan lesiones tisulares marcadas.

En regiones constituidas por tejido conjuntivo laxo, existe una gran
destruccién del mismo, con presencia de elementos celulares alrededor
de la larva, especialmente fibroblastos y amebocitos.

En la fase de emigracién, la redia destruye barreras epiteliales y
tejido conectivo, dejando en su progresién hacia el hepatopéncreas, zonas
vacias con pequefias cantidades de restos celulares.

En la cavidad general del cuerpo y rifion, las lesiones son minimas.
Se traducen en compresiones de érganos huecos con disminucién ostensi-
ble de su luz.

En el hepatopincreas, al comienzo de la invasién, los tibulos estdn
solamente comprimidos.

En infestaciones mas avanzadas y sobre todo en la fase de cercaria,
hay destruccién de los tibulos, quedando practicamente toda la glandula
convertida en un saco conteniendo larvas, a excepcién de un grupo peque-
fio de tibulos, que se disponen periféricamente en los l6bulos glandulares.

Los esporocistos que no evolucionan presentan a su alrededor una
reaccién conjuntiva y lisis de células embrionarias.

4.4. De las experiencias con L. palustris (redias y cercarias).

4.4.1. Histologia normal de las zonas de desarrollo de las redias y cercarias.

De la misma forma que en L. truncatula, una vez que las redias han
alcanzado la madurez, abandonan el saco esporocistico y, a partir del pun-
to de implantacién del esporocisto, emigran hacia el hepatopéncreas.

El desarrollo de los esporocistos, asi como la presencia de redias y
cercarias, tienen lugar especialmente en los siguiente érganos:

1—Tejido conjuntivo-muscular que rodea a la cavidad paleal y el que

forma parte de las estructuras externas del caracol.

2—Cavidad general del cuerpo.

3—Rinén.

4.—Hepatopancreas.
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El esporocisto, lo misme que en L. tuncatula, no parece realizar emi-
graciones, por lo que el proceso evolutivo del mismo se realiza en un pun-
to préximo al de penetracién del miracidio.

4.4.1.1. Tejido conjuntivo-muscular y cavidad general del cuerpo.

Ya se describié al tratar sobre la penetracién del miracidio y en la fa-
se de esporocisto. Concretamente en la cavidad paleal, existe una diferencia
cuantitativa con respecto a otras regiones, tales como el pie. Los elementos
fibrilares son mdas escasos, dando a esta regién un aspecto reticulado,
con abundancia de espacios claros y senos hemolinfaticos.

La cavidad general del cuerpo sirve de recepticulo a una serie de
érganos: digestivos, circulatorios, rifién, etc. Cubriendo y protegiendo
a los 6rganos, existe un tejido conectivo constituido por fibras coldgenas.
Entre estas fibras hay fibroblastos, células vesiculares y amebocitos.

Los fibroblastos tienen forma estrellada, con finas y largas prolongacio-
nes que al establecer contacto con las de otros elementos, originan una
especie de entramado por donde circula la hemolinfa. Vienen un nicleo
esférico central, rico en cromatina con un nucleolo excéntrico.

Las células vesiculares son abundantes en el tejido conjuntivo, sobre
todo cerca del que se relaciona con la superficie externa de los érganos,
particularmente en el hepatopancreas y en la glindula del albumen. No
presentan ninguna caracteristica diferencial con las estudiadas en el tejido
conjuntivo de las partes externas del caracol.

Los amebocitos presentan las mismas caracteristicas estructurales que
en L. truncatula.

44.1.2. Rifion.

Consta de una porcién tubular y otra sacular. La tubular esta tapi-
zada interiormente por células epiteliales ciibicas altas, con niicleo esfé-
rico situado excéntricamente en el polo basal de la célula, muy rico en
cromatina. El citoplasma es frecuentemente vacuolar, observandose células
con una gran vesicula que desplaza y aplasta el nicleo contra la zona basal.
En células que no contienen grandes vacuolas, el citoplasma presenta el
tipico aspecto estriado.

La porcién sacular forma una serie de entrantes y salientes, a veces
tan pronunciados, que en cortes transversales ofrece aspecto papilar. Cons-
ta de una capa de células cilindricas, pero que en los pliegues se disponen
en 2 6 3 capas de células colocadas irregularmente. Presentan un nicleo
esférico en posicién basal, relativamente rico en cromatina. El nucleolo
es evidente. El citoplasma celular ofrece en su interior una gran vacuola.
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4.4.1.3. Hepatopdncreas.

En términos generales ofrece la misma estructura histolégica que
en L. truncatula. Consiste en una glindula tubulosa compuesta, formada
por un conducto principal y una serie de 16bulos secretores.

El conducto estd tapizado por un epitelio de células altas con cilios.

Los 16bulos presentan los dos tipos celulares ya descritos en L. trun-
catula, células mucinosas y células digestivas.

4.4.2. Histopatologia.

Siguiendo el orden establecido en la descripcién de los érganos donde
frecuentemente tiene asiento el parésito, estudiamos en este apartado las
lesiones provocadas por los redias y cercarias en el tejido conjuntivo- muscu-
lar, cavidad general del cuerpo, rifién y hepatopancreas.

4.4.2.1. Lesiones en el tejido conjuntivo-muscular.

Una vez que la redia concluye su evolucién dentro del saco esporocis-
tico, bien por disolucién de la membrana, bien por rotura, quedan libres
en los tejidos del hospedador, comenzando su emigracién hacia el hepa-
topéncreas.

4.4.2.1.1. Lesiones en el pie.

A partir del 9.° dia de infestacién, se comienza a encontrar redias li-
bres en distintas localizaciones.

Indicdbamos en los primeros periodos de infestacién, que el pie resul-
taba inadecuado para la penetracién del miracidio, en virtud de las carac-

‘teristicas de sus células mucosas. A pesar de ello, es indudable que en in-

festaciones con masas de miracidios no sélo penetran, aunque en pequeiia
cantidad, sino que pueden desarrollarse normalmente hasta la fase de redia.

A los 13 dias de infestacién aparecen redias con esta localizacién, no
totalmente maduras. El saco esporocistico estd constituido por una mem-
brana hialina, en el que se adosan interiormente células de aspecto epite-
lial. Exteriormente esti rodeado por varias capas de elementos fibrilares
y células multinucleadas, que consideramos como reaccionales, de cuerpo
extrafio. Este tipo de células fueron observadas ya, a los pocos dias de la
infestacién (fig. 22).

En el mismo periodo de infestacién, hemos encontrado redias libres.
El saco esporocistico esté disuelto en el punto de salida de la redia, que
aparece rodeado por un conclomerado de células en el seno de una sustan-
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cia hialina reticular, ligeramente baséfila. Las células, dificiles de identifi-
car, dado su avanzado estado de degeneracién, tienen un citoplasma muy
claro y finalmente vacuolizado. Creemos se trata de células er_nl?r_ionarlas
degeneradas. Apuntabamos en otra ocasién que, con toda p051b11‘1dad, no
todos los grupos celulares germinativos alcanzan el estado de red.1a, de tal
forma que se disgregan al producirse la rotura del saco espor{Jcistlco y con
seguridad serviran de primer alimento para aquellas formas libres que han
alcanzado la madurez.

El trayecto desde la abertura del saco esporocistico hasta el lugar donde
aparece ubicada la redia emigratoria, estd bordeado por una trama de elt?-
mentos conjuntivo-musculares que llevan una direccién paralela al eje
mayor de aquella.

Por delante de la extremidad cefalica de la redia, da la impresién como
si se produjeran una serie de contracciones y relajaciones de los tejidos dfal
molusco, creando un espacio vacio que beneficia la emigracién de la redia
hacia la cavidad general.

En ocasiones, y tratdndose igualmente de redias libres perfectamente
maduras, se las puede ver claramente delimitadas por un espacio claro, en
cuyo interior no existe ningin tipo de estructura. Los tejidos del r.nolusco
forman una barrera conjuntiva delgada, rodeada de gran cantidad de
células mucosas.

Dado lo avanzado de la infestacién y la total ausencia de lesiones
por depredacién, creemos se trata de redias que no emigmrén al bepa—
topéncreas, por impedirlo la compacta estructura de la regién y la distan-
cia existente hasta la cavidad general (fig. 23).

4.4.2.1.2. Lesiones en las proximidades del ojo.

La presencia de redias en esta region es relativamente frecuente, pero,
lo mismo que ocurre con frecuencia en el pie, es dudoso que todas estas

P cs /
larvas emigren y alcancen el hepatopéncreas. Apoya nuestra afirmacién

la existencia de formas degeneradas. En este caso se observa una destruccién
parcial del ojo, apareciendo la redia rodeada de amebocitos, fibroblastos
y elementos fibrilares conjuntivo-musculares. P

La redia aparece disgregada. El nicleo de sus células es picnédtico y
el citoplasma vacuolado, con presencia de granulos baséfilos.

4.4.2.13. Lesiones en el tejido conjuntivo muscular que rodea a la cavidad
paleal.

Tanto en las infestaciones masivas como con 5-10 miracidios, esta
regién constituye una de las principales zonas de localizacién de las redias
libres, en la que producen lesiones evidentes en su emigracion.
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A los 13 dias después de la infestacién, las redias libres provocan la
destruccién del tejido conjuntive laxo, apareciendo sin el aspecto reticular
tipico. Como proceso reaccional no hemos encontrado més que un pequefio
cortejo de amebocitos. La destruccién del tejido es originada por la accién
depredadora del parésito ya que en este periodo de infestacién la larva se
alimenta. Puede verse cémo su saco géstrico esta lleno de detritos celula-
res no identificables. Por otra parte, en nuestras experiencias hemos podi-
do localizar redias libres en el saco pulmonar, en emigracién hacia el he-
patopincreas, cuya abertura oral bucofaringea se relacionaba con células
del molusco en un intento de prehensién (fig. 24). Dada la delicada estruc-
tura del saco pulmonar en L. palustris, constituido por delgados tabiques
conjuntivos, esta accién depredadora produce una gran destruccién de di-
chos tabiques, originando amplios espacios por confluencia de varios senos.

44.2.1.4. Fases larvarias degeneradas.

A partir del 9.° dia de infestacién, cuando abundan las redias libres,
se encuentran con relativa frecuencia sacos esporocisticos degenerados. La
localizacién de estos esporocistos es sisteméticamente el tejido conjuntivo
rico en fibras coldgenas y elementos musculares.

A los 12 dias encontramos en el pie, esporocistos degenerados. Presen-
taban como caracteristica histolégica, una destruccién parcial de las cé-
lulas embrionarias que en conjunto formaban ovillos hialinos. A su alrede-
dor ostentaban una recia membrana conjuntiva.

A los 15 dias de infestacién, han avanzado los procesos de destruccion
del esporocisto. Existe una clara necrosis de las células embrionarias, que
se han transformado en una masa uniforme fuertemente baséfila. Los ele-
mentos conjuntivos del molusco se disponen irregularmente y abundan los
fibroblastos y amebocitos. Estas células provocan primero una destruccién
y limpieza, originindose una reparacién conjuntiva posteriormente. Las
zonas préximas a la larva son ricas en pequefias granulaciones de pigmento
marrén. La frecuencia con que encontramos estos acimulos de pigmento
en tejidos parasitados, nos hace suponer que proceden de células pigmen-
tarias del tejido conjuntivo, que lo desprenden para asi desdiferenciarse y
actuar como verdaderos macréfagos. Esta hipétesis estd basada en los estu-
dios histolégicos realizados por Pan (loc. cit.) en el tejido conjuntivo de
Australorbis glabratus, el cual considera a las células pigmentarias como
fibroblastos diferenciados. Nosotros pensamos en la reversibilidad de tal
diferenciacién como un mecanismo de defensa.

A los 20 dias y en la misma localizacién encontramos sacos esporocis-
ticos que, sin presentar signos claros degenerativos, no habian evoluciona-
do. En este caso, la larva estirodeada por un espacio claro. Los tejidos del
molusco constituyen una capsula conjuntiva.
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4.4.2.2. Lesiones en la cavidad general y rifién (emigracion de las redias).

Las redias fuera del saco esporocistico emigran hacia la gldndula di-
gestiva, donde terminan su evolucién con la formacién de redias hijas, o
de cercarias. En L. palustris, la emigracién al hepatopancreas, en ejempla-
res infestados experimentalmente, se realiza, por lo general, a través de la
cavidad general del cuerpo.

A los 20 dias de infestacién con 5-10 miracidios, se observa que las
redias emigrantes proceden, casi en su totalidad, de aquellas que se han
desarrollado en el tejido conjuntivo-muscular que rodea a la cavidad
paleal. Puesta la redia en libertad atraviesa el epitelio interno, introducién-
dose en la cavidad del cuerpo (fig. 25).

A los 12 dias de infestacién encontramos redias libres en la cavidad
general, procedentes del borde del manto o de regiones conjuntivo-muscu-
lares préximas a ella. )

La redia fuera del saco esporocistico presenta movimientos activos.
La parte anterior de la faringe actuando a modo de bomba aspirante, intro-
duce en su interior células y restos celulares del cuerpo del molusco, tal
vez alterados por agentes enzimaticos segregados por la redia. En su pro-
gresion hacia la cavidad general del cuerpo, la redia se rodea de un es-
pacio vacio formado por dos mecanismos:

1.°) Los movimientos de desplazamiento de la redia producen
contracciones de los tejidos del caracol, equiparables a los provocados
por la entrada del miracidio, creando este espacio. '

2.°) La accién depredadora de la redia, que no sélo se mueve, sino
que se alimenta de las estructuras del molusco.

Circundando la zona clara que rodea a la redia, el tejido conjuntivo-
muscular estd fragmentado. Las fibras, muy engrosadas, presenlan sus
extremos deshilachados. Los fibroblastos se han hecho globulosos y se
han desprendido de sus uniones quedando libres.

Rota por fin la barrera epitelial que tapiza interiormente la cavidad
general del cuerpo, las redias se sitian en el seno del tejido conjuntivo
que esté protegiendo los érganos.

Durante esta fase y, sobre todo, en infestaciones con pequefio
néimero de miracidios, apenas existen lesiones. Las redias se alimentan de
las sustancias nutritivas que contienen los espacios hemoliféticos, pudien-
do provocar compresiones de algunos érganos huecos, sin que generalmente
alteren su estructura. Microscépicamente se advierte la existencia de una
sustancia hialina, baséfila, coagulada, posiblemente originada por la ac-
cién de las sustancias segregadas por el parasito,

En infestaciones con masas de miracidios y con gran cantidad de larvas
en la cavidad general, la intensa accién mecdnica y depredadora suele ser
incompatible con la vida del molusco.
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A partir del 10.° dia de infestacién, hemos encontrado redias libres en
el rifiién. Histolégicamente no hemos apreciado lesiones importantes, a no
ser compresiones del 6rgano por conflicto tamafio-espacio.

4.4.2.3. Lesiones en el hepatopancreas.

A los 15 dias de infestacién artificial con 5-10 miracidios, se comien-
zan a encontrar formaciones larvarias (redias) en el hepatopéncreas del
molusco.

La localizacién de la redia es el tejido conjuntivo intertubular, si bien
hemos encontrado casualmente algunas redias dentro de los tibulos.

En estos primeros dias de emigracién, las redias no provocan altera-
ciones histolégicas apreciables. Los tibulos glandulares, estin comprimi-
dos, origindndose evaginaciones del epitelio. En el punto de contacto con la
redia, el epitelio del tabulo pierde su disposicién tipica en empalizada, to-
mando aspecto estratificado. El resto de las células no presentan mis que un
ligero aumento en el niimero de vacuolas intracitoplasmaticas, posiblemen-
te relacionado con la infestacién. Rodeando a la redia existe una lisis del
conjuntivo, que es sustituido por una sustancia amorfa. En contacto con la
extremidad anterior de la redia, es frecuente la existencia de detritos ce-
lulares. ;

En ocasiones, y en el mismo periodo de infestaéién, hemos encontrado
gran cantidad de amebocitos rodeando a la redia, células que representan
un mecanismo de defensa orgénica en este tipo de animales.

En este caso, la redia no sélo destruye el conjuntivo, sino que provoca
la lisis del epitelio de los tibulos.

A los 19 dias de infestacién y como consecuencia del aumento de ta-
mafio de las redias, la compresién tubular es mas marcada, apareciendo
los tibulos colapsados y con aspecto de 8. Respecto a las alteraciones
histolégicas del epitelio tubular, es clara la pérdida total de su disposicién
normal en empalizada, sufriendo el epitelio una metaplasia, con transfor-
macién del epitelio de simple a estratificado. El citoplasma celular estd
ocupado por vacuolas de gran tamafio y, a veces, esta vacuolizacién es tan
intensa, que en muchas de las células no es posible la identificacién del
nticleo. Las vacuolas son esféricas y contienen una sustancia granulosa
acidéfila, posiblemente procedente de las excreciones del parésito y que
la célula intenta eliminar. El polo mundial estd ocupado por un material
granuloso muy baséfilo (fig. 26).

Esta degeneracién obedece a la dificultad que representa para las
células, el metabolizar las sustancias excretadas por el pardsito. Es posi-
ble que, debido a la gran capacidad regenerativa de estas células y también
a su gran adaptacién, en principio sean capaces de eliminar dichas sus-
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tancias, pero dentro de ciertos limites; fuera de ellos sobrevienen altera-
ciones traducidas en la presencia de enormes vacuolas, que la célula pare-
ce incapaz de dirigir a su extremidad libre y depositarlas en la luz de los
tabulos. Este mecanismo est4 posiblemente impedido por la presencia, en
el polo apical, de granulaciones baséfilas, que actian como barrera al prin-
cipio y ocasionan la destruccién celular después.

Rodeando a la redia, existe histolisis conjuntiva con hialinizacién de
tejidos préximos y pequefios grupos de amebocitos.

A los 21 dias de infestacién con 5-10 miracidios no sélo existen altera-
ciones de los titbulos glandulares sino la destruccién de 16bulos enteros
(fig. 27). La casi totalidad del 16bulo se ha convertido en un receptaculo
lleno de larvas, que nadan en el seno de una sustancia amorfa conteniendo
detritos celulares y algunas células. Frecuentemente existe algin l6bulo
funcionante. La imagen histolégica consiste en la presencia de un epitelio
metaplasiado estratificado, con células dificiles de identificar, por estar
casi fundidas. En el citoplasma celular abundan las vacuolas con granula-
ciones acidéfilas. Otros grupos celulares presentan el citoplasma con una
basofilia tal, que no se comprueba estructura histolégica alguna. La luz
del tgbulo, y debido a la metaplasia del epitelio simple en estratificado,
es exigua.

En infestaciones menos intensas y con gran cantidad de parénquima
funcionante, en la zona de histolisis se pueden observar grandes grupos
de amebocitos (fig. 28).

En el primer caso, da la impresién de que el animal es incapaz de reac-
cionar ante el parasito, provocando grandes destrucciones. En el segundo,
la presencia de amebocitos nos indica el intento de lucha, por parte de las
defensas organicas, siendo las lesiones de menor importancia.

A los 28 dias, hemos encontrado imagenes histologicas de hepato-
pancreas infestados que presentan caracteristicas especiales. Aparte de una
amplia destruccién de la glandula, los pocos acinis que quedan funcionan-
do sufren una importante hipertrofia. Las células epiteliales de los tibulos
se hacen ciibicas, perfectamente ordenadas y en el interior del citoplasma
celular no existen las vacuolas tipicas del hepatopancreas, tanto infestado
como normal. En este caso, la supervivencia del molusco se debe a la hiper-
trofia vicariante de los tibulos no afectados que son capaces de realizar la
funcién dentro de ciertos limites (fig. 29).

A los 30 dias de infestacién encontramos imagenes histoldgicas se-
mejantes a la anterior, con la particularidad de que presuponemos que,
ademés de la hipertrofia funcional que sufren los tibulos, la dilatacién
se debe a rotura de algunos tabiques y confluencia en una misma luz. E1
epitelio estd adelgazado, con células casi planas, sin limites precisos y sus
polos apicales fundidos, formando relieve en la luz del tiibulo. Junto a es-

tos tubos dilatados existen otros que conservan parcialmente su estructura -
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normal; Gnicamente se aprecia la falta de vacuolas tipicas del hepatopan-
creas, y estan sustituidas por una sustancia carente de estructura y con
apetencias tintoriales basoéfilas.

A los 35 dias, las redias han producido tal destruccién en el hepatopén-
creas, que aparecen l6bulos sin tibulos. Las redias estdn rodeadas por una
especie de membrana conjuntiva con algunas células planas.

A los 37 dias de la infestacién, la glandula digestiva se ve invadida por
redias y cercarias libres. La cantidad de tbulos funcionantes es pequeiia,
presentando una gran dilatacién con las caracteristicas estructurales indi-
cadas.

Las zonas de localizacién de las cercarias estan libres de estructura y
solamente existen alrededor de ellas, detritos celulares (fig. 30).

Las lesiones encontradas en L. palustris durante las fases larvarias
de redia y cercaria, se resumen en las siguientes conclusiones:

Las redias se han desarrollado dentro del saco esporocistico, cerca
del punto de penetracién del miracidio.

En el pie, la mayor parte de los esporocistos sufren un proceso de de-
generaci6n, traducido en lisis de las células embrionarias y reaccién con-
juntiva por parte de los tejidos del molusco. En esta cdpsula reaccional
se ha observado la existencia de fibroblastos, amebocitos, células gigantes
y pigmento marrén.

De los esporocistos que en esta regién evolucionan formando redias,
tinicamente los situados cerca de la cavidad general del cuerpo alcanzan
el hepatopéncreas, existiendo histolisis en el lugar de localizacién y en
la via de emigracién.

En cuanto a las redias, localizadas en plana masa conjuntivo-muscular
y en perfecto estado de desarrollo, no parece probable su emigracién, por
estar rodeadas por una fuerte membrana conjuntiva.

Las redias que han alcanzado su madurez en la cavidad paleal, ocasio-
nan lesiones del tejido conjuntivo laxo. Posteriormente lesionan el epitelio
interno que recubre dicha cavidad y, a través de ella, emigran al hepato-
pancreas. Las lesiones consisten en histolisis del tejido conjuntivo que se-
para a los 6rganos y compresién de los mismos.

En el rifién no se han observado lesiones histolégicas de consideracién.

En el hepatopéancreas, las redias se localizan en el tejido conjuntivo
intertubular. Karamente hemos encontrado redias dentro de los tibulos.

Al principio de la infestacién, no estdn muy afectadas las estructuras
nobles de la glandula digestiva. Cuando el periodo de infestacién es mayor,
como consecuencia del crecimiento de la larva, las células de los tabulos
van perdiendo su disposicién clasica en empalizada, sufriendo una metapla-
sia hacia epitelio estratificado.

Como consecuencia de la accién provocada por las excreciones de las
larvas, las células muestran alteraciones citoplasmaticas, caracterizadas
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por un considerable aumento de sus vacuolas, modificaciones nucleares y
destruccién del polo mundial. .

En la fase de cercaria libre, existe una verdadera histolisis, a veces
tan intensa, que afecta a l6bulos enteros. Los 16bulos que han sobrevivido
a la infestacién son hipertréficos.

Desde el punto de vista comparativo, durante el periodo de redia y
cercaria, no existen grandes diferencias histopatolégicas entre las dos es-
pecies de moluscos.

Tanto en L. truncatula como en L. palustris, las redias se desarrollan
en el punto cercano al de penetracién del miracidio. ,

Se comienzan a ver redias maduras a los 8 dias de infestacién en L.
truncatula y a los 9 en L. palustris.

Generalmente, las redias localizadas en el pie no alcanzan el hepato-
péncreas, excepto las procedentes de miracidios que se han implantado a
través del pie, cerca de la cavidad general del cuerpo, como en el caso ob-
servado en L. palustris.

En las dos especies de moluscos, existen en el pie formas degeneradas.
Las lesiones difieren en que, asi como en L. palustris encontramos células
«monstruosas» que proceden del molusco, en L. truncatula solamente es
evidente la reaccién conjuntiva con fibroblastos y amebocitos.

En la cavidad paleal y borde del manto, las lesiones en ambas especies
son las mismas. Igualmente ocurre en la cavidad general del cuerpo y rifién.

En el hepatopancreas existe en ambas especies una serie de grados de
alteracién, en relacién con el crecimiento de la larva y produccién de mate-
rial de excrecion. -

Tanto en L. palustris como en L. truncatula, al principio sélo existe
compresién tubular. Posteriormente, alteraciones del conjuntivo, de las
células de los tibulos, y finalmente destruccién de éstos.

En L. palustris la destruccién tubular es mas intensa que en L. trun-
catula. ,

La presencia de cercarias libres ocurrié en L. truncatula a los 30
dias de la infestacién, mientras que en L. palustris fue a los 37 dias.

En las dos especies de moluscos, existe histolisis en esta fase de cerca-
ria libre. Los tiibulos no afectados por la infestacién sufren un proceso de
hipertrofia, méas acusada en L. palustris que en L. truncatula.

4.5. De las experiencias con L. stagnalis.

Las 6 limmeas colocadas en presencia de masas de miracidios, se
estudiaron realizando cortes seriados del pie para su investigacién histolé-
gica. No se encontrd ningiin signo que demostrara la penetracién del mi-
racidio durante los distintos dias de infestacién.
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4.6. De las experiencias con L. auricularia.

Las 10 limneas colocadas en presencia de masas de miracidios, se
estudiaron realizando cortes seriados del pie para su examen histolégico.
Se obtuvieron los mismos resultados que en el caso anterior.

5. CONCLUSIONES

1.2)—FEn las condiciones experimentales descritas, han resultado
plenamente receptivas a Fasciola hepatica las especies Lymnaea truncatula
y L. palustris, en tanto que L. stagnalis y L auricularia ni siquiera sufrieron
la invasién por miracidios.

2.3)—Los miracidios penetran en el molusco receptivo a través de
cualquier parte expuesta a ellos pero en L. palustris el pie ofrece mayores
dificultades, mientras que el pneumostoma es via frecuentemente utilizada.

3.)—kl miracidio, previo abandono de su ciliatura, penetra en los
tejidos del caracol. Disgregando las células epiteliales de revestimiento
externo del mismo, las cuales posteriormente cubren el orificio de entrada,
apareciendo estratificado y con ausencia de cilios (Lymnaea truncatula).
O bien, provocan destruccién celular, reparada ulteriormente a expensas
de los elementos epiteliales que limilan el orificio de entrada (L. palustris).

4.8) —Los esporocistos prosiguen su evoluciénin situ. Los implantados
en zonas ricas en elementos fibrosos, pie, tentdculo, etc., suelen degenerar,
rodeindose de una capsula conjuntiva e incluso (Lymnaea palustris) de
células gigantes que recuerdan a las de cuerpo extrafio. Pero si excepcional-
mente, llegan a formarse redias, sélo las situadas en las zonas superiores
del pie, en contacto con la cavidad general, emigran hacia el hepatopan-
creas. :

5.3) —A partirdel 8.°-9.° dia, en ambos hospedadores, se forman redias,
las cuales, tras romper el saco esporocistico, emigran hacia la cavidad ge-
neral, destruyendo a su paso los tejidos del molusco y situindose en el
tejido conjuntivo que rodea a los érganos, sobre los que actiia por compre-
sién. .

6.3)—En el hepatopancreas, las redias se albergan en el tejido con-
juntivo intertubular (accidentalmente en situacién intraluminal), pro-
vocando al principio colapso de los tibulos, por compresién. Mas, a medi-
da que aumentan de tamafio, el epitelio se metaplasia a plano estratificado;
el citoplasma celular, tiene abundantes vacuolas y en el polo epical apare-
ce un depésito baséfilo que, al romperse la célula, pasa a la luz del tibulo.
Tales lesiones se consideran provocadas por las sustancias excretadas
por la partenita. ‘

" 7.28)—Al liberarse las cercarias existe destruccién celular, més acu-
sada en L. palustris que en L. truncatula. Por contra, los tibulos indemnes
se hipertrofian y la glandula digestiva adopta aspecto vesicular.
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6. RESUMEN

Tras una revisién de los aspectos histopatolégicos de las relaciones
«treméitodo/molusco hospedador», y de los métodos de mantenimiento
y estudio de moluscos en el laboratorio, se ha investigado la receptividad
a Fasciola hepatica, de estirpes de Limnaea truncatula, L. palustris,
L. stagnalis y L. auricularia. mantenidas en el laboratorio sobre cultivos de
Oscillatoria spp. Las dos primeras especies resultaron adecuadas en tanto
que las dos tltimas no llegaron a ser invadidas por los miracidios.

El estudio histopatolégico, al microscopio 6ptico, de los sistemas
Fasciola hepatica /Lymnaea truncatula y L. palustris, demuestra que la
invasién del miracidio va precedida de la eliminacién de su revestimiento
ciliar y tiene lugar a través de cualquiera de las zonas blandas del molus-
co; el pie ofrece las mayores dificultades. En L. truncatula, las lesiones son
minimas y la répida reparacién se caracteriza por estratificacién celular y
pérdida de los cilios del revestimiento externo del molusco. En L. palustris
la destruccién es més intensa y la restauracién mas laboriosa.

Los esporocistos evolucionan in situ. Los implantados en zonas ricas
en elementos fibrosos tienden a degenerar, rodeandose de una cépsula
conjuntiva rica en fibroblastos, amebocitos y en L. palustris, de células
polinucleares que recugrdan a las de cuerpo extrafio de los mamiferos.
Los situados en el seno del conectivo laxo, aparecen rodeados de una zona
clara y tienden a proseguir su desarrollo.

A partir del 8.2-9.° dia se forman redias, que emigran hacia la cavidad
del cuerpo, dejando trayectos ocupados por detritos celulares. Su presencia
en aquella cavidad es bien tolerada y su accién patégena, cuando se produ-
ce, parece deberse simplemente a compresién. Cuando penetran en el
hepatopancreas, se albergan en el tejido intertubular provocando compre-
sién de los tibulos y alteraciones celulares, consistentes en la aparicién de
grandes vacuolas, ricas en sustancias pigmentarias y en un depésito ba-
séfilo a nivel del polo apical. En L. palustris el epitelio tubular sufre una
metaplasia a plano estratificado.

Al liberarse las cercarias hay destruccién celular en los tibulos, més
patentes en L. palustris que en L. truncatula. Los tibulos indemnes sufren
hipertrofia vicariante y la glindula adopta un aspecto vesiculoso.

La comparacién de los resultados obtenidos en ambos moluscos confir-
ma el papel de L. truncatula como hospedador 6ptimo. No obstante, dado
que el ciclo se completd satisfactoriamente, en L. palustris, es muy probable
que también intervenga activamente como vector de F. hepatica en condi-
ciones naturales, lo que deberia investigarse.
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RESUME

Aprés une révision des aspects histopathologiques des rélations
«irematode mollusque hdte» et des méthodes de entretien des mollus-
ques, et une étude de ces mollusques dans le laboratoire, on a recherché
la réceptivité a Fasciola hepatica de souches de Lymnaea truncatula,
L. palustris, L. stagnalis et L. auricularia, conservées dans le labo-
ratoire sur des cultures d’Oscillatoria spp. Les deux premiéres especes
furent appropriées, alors que les deux derniéres ne furent pas envahies
par les miracidies.

L’étude histopathologique, avec un microscope optique, des sys-
tomes Fasciola hepatica/Lymnaea truncatula et L. palustris, démontre
que D’envahissement par le miracidium est précedé de 1élimination
de son revétement ciliaire et a lieu a travers n’importe laquelle des zones
molles du mollusque; le pied présente les plus grandes difficultés. Dans la
L. truncatula, es 1ésion son trés petites et leur rapide réparation ou cicatrisa-
tion se caractérise par une stratification cellulaire et la perte des cils du re-
vétement externe du mollusque. Dans la L. palustris la destruction est
intense et la restauration plus laborieuse.

Los sporocystes évoluent in situ. Ceux qui sont implantés dans
des zones riches en éléments fibreux tendent & dégénerer et s’entourent
d’une capsule conjonctive riche en fibroblastes et amébocytes, et en
L. palustris de cellules polynucléaires qui rappelent celles de corps
étrange des mammiféres. Ceux qui sont situés dans le tissu connectif
laxe apparaissent entourés d’une zone claire et tendent & poursuivre
leur développemente. )

A partir du 8éme —9éme jour, il se forme des redias, lesquelles
émigrent vers la cavité du corps et laissent des zones occupées par des
détritus cellulaires. Leur présence dans cette cavité est bien tolérée et
leur action pathogéne, quand elle se produit, semble &tre due tout
simplement 2 une compression. Quand elles pénetrent dans I’hépato-
pancréas, elles s’abritent dans le tissu intertubulaire et provoquent une
compression des tubules et des altérations celulaires qui consisten dans
Papparition de grandes vacuoles, riches en substances pigmentaires
et d’'un dépot basophile au niveau du pdle apical. Dans la L. palustris
I’épithélium tubulaire subit une métaplasie a plan stratifié.

Quand les cercaires se libérent il y a une destruction cellulaire
dans les tubules, plus marqué dans la L. palustris que dan la L. trun-
caiula. Les tubules indemnes subissent une hipertrophie vicariante et
la glande adopte ou prend un aspect vésiculeux.

La comparaison des résultats obtenus dans les deux mollusques con-
firme le role de la L. truncatula comme le meilleur héte. Cependant,
étant donné que le cycle se compléta satisfactoirement dans la L. pa-
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lustris, il est tres probable qu’elle intervienne aussi de forme active
comme vecteur de F. hepatica dans des conditions natureilles, ce qu’il
faudrait étudier et rechercher.

SUMMARY

After a revisién of histopathological features of «irematode/mo-
llusc host» relationships and of methods of maintaining mollusc in
laboratory conditions the author has studied the receptivity of local
strains of Lympaea truncatula, L. palustris, L. stagnalis and L. auricu-
laria strains to Fasciola hepatica: snails being maintained in the la-
boratory on Oscillatoria spp. cultures. The first two species were ade-
quate while the othors did not get invaded by miracidia.

The histopathological study, which light microscope, of Fasciola
hepatica/ Lymnae truncatule and L. palustris systems, makes evident
that invasion by miracidia occurs before the elimination of its ciliary
coating and that takes place through any soft area of the mollusc
foot offering the greatest difficulties. In L. truncatula lesions are very
mild and their quick healing is characterized by a cellular stratification
after loss of cilia of the external coating of the mollusc. In L. palustris
destruction is more severe and restoration more complex.

Sporocystes develop in situ. Those located in areas rich in fibrous
tissue tend to degenerate being surrounded with a conjunctive capsule
containing a great number of fibroblastes, amebocytes, and in L. pa-
lustris, with polynuclear cells similar to foreing body cells in mammals.
Those brought into the loose connective tissue appear surrounded by
a clear area and they incline to continue their development.

After the 8th-9th day some rediae are formed. These rediae
migrate towards the cavity of the body, leaving some areas occupied
by cellular detritus. Their presence in that cavity is well tolerated and
their pathogenic effect when produced, seems to be simply due to com-
pression. When they get into the hepatopancreas, they lodge in the inter-
tubular tissue provoking a compression in the tubules and cellular de-
mage consisting in the appearance of big vacuoles, rich in pigmentary
substances and in a basophilic precipitate at the apical pole levcl. L. pa-
lustris tubular epithelium presents a metaplasia in a stratified plan.

At the emergency of cercarias there is destruction of cells in the
tubules; this destruction is more evident in L. palustris than in L. trun-
catula. The undamaged tubules present a vicarious hypertrophy and
the gland adopts a vesiculous aspect.
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The comparisori of results obtained in both molluscs confirms
the role of L. truncatula as best host. However, as the cycle was sa-
tisfactory completed in L. palustris it is very probable that it also in-
tervenes actively as a vector of F. hepatica under normal conditions;

this should be searched.
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Fig. 1—Miracidio con constriccién y va-  Fig. 2.—Miracidio penetrando.  Lesiones Fig. 5—Varios esporocistos con cavidad Fig. 6—Esporocisto con cipsula reac-

cuolizacién de las  células  epiteliales del epitelio, 642 c. a. A las 4 horas después tnica. 357 c¢. a. A las 2 horas de infestacién. cional. 357 c. a. A las 2 horas de infes-
ciliadas desprendidas. 642 c. a. ) de la infestacién = tacién.
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Fig. 3—Cierre de la herida epitelial a  Fig. 4—Esporocisto rodeado de elemen- Fig. 7—Esporocisto en vias de degene-  Fig. 8—Redia en evolucién dentro del
la penetracién del miracidio. 642 c. a. 20 mi-  tos conjuntivos. 642 c. a. A las 12 horas racion. 642 c. a. A las 6 horas de infes- saco  esporocistico.  Caracteristicas  del

nutos de infestacién. tacién saco gdstrico. 642 c. a. A los 9 dias de

infestacién.
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Fig. 9—Miracidios penetrando en la ca-
vidad pulmonar a través del pneumosto-
ma. 142 c. a. A las 4 horas de la infes-

tacién.

Fig. 11—Esporocisto con intensa reaccién
conjuntiva. 357 c. a. A las 6 horas de infesta-
cién.

Fig. 10—Detalle de la microfotografia
anterior. 642 c. a.

Fig. 12—Células fagocitarias rodeando
a un esporocisto. 1428 c. a. A los 2 dias
de infestacién.

Fig. 13—Redia localizada en el pie. Fig. 14—Redia a nivel del ojo. 142 c. a.
357 c.a. A los 19 dias de infestacion. A los 21 dias de infestacién.
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Fig. 15—Redia a los 12 dias de evolu- Fig. 16—FEsporocisto en regresién. 357
- cién. 142 c. a. c.a. A los 13 dias de infestacién.
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Fig. 17—Redias en el hepatopancreas. Fig. 18.—Redia en localizacién intralu-
minal en el hepatopancreas. 142 c. a.
A los 20 después de la infestacion.

142 c. a. A los 20 dias de infestacion.

F'ig. 19.—Redi;s en _el ovotestis. 142 c. a.
A los 20 dias después de la infestacién.

Fig. 20—Hepatopincreas con cercarias.
35 c. a. A los 30 dias depués de la infes-
tacion.
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Fig. 21.—Hepatopancreas con células va-

cuolizadas  conteniendo  granulos. 357

c. a. A los 30 dias después de la infes-
tacién.

Fig. 23 —Existencia de células gigantes

en un esporocisto localizado en el pie.

642 c. a. A los 13 dias después de la infes-
tacién.
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Fig. 22.—Caracteristica de los tdbulos

en hepatopancreas infestado. 142 c. a.
A los 30 dias después de la infestacién.
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Fig. 24.—Redia localizada en el pie. 357

c. a. A los 19 dias después de la infes-
tacién.
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Fig. 25—Redia libre alimentindose. 357  Fig. 26.—Redia emigrando. 357 c. a. A los Fig. 29.—Hepatopancreas con redias. 142. c. a.  Fig. 30—Hipertrofia tubular. 50 c. a. A los
c. a. A los 13 dias después de la infes- 20 dias después de la infestacién. A los 21 dias de la infestacién.

tacién.
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Fig. 27—Lébulos glandulares de un he- Fig. 28.—Redias en el .hepatop.é:ncreas. - Fig. 31—Redias y cercarias libres en he-
patopéncreas infestado 357 c. a. A los 142 c. a. A los 21 dias de la infeslacién. patopincreas. 142 c. a. A los 37 dias des-

19 dias después de la infestacion. pués de la infestacién.



