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Resumen

En el presente trabajo se estudiaron las vias de penetracién
del miracidio de Fasciola hepdtica (Linnaeus, 1758) dentro
del hepatopancreas de Lymnaea truncatula (Miller, 1774) y
Lymnaea cubensis (Pfeiffer, 1839), en 2 moluscos obtenidos
de las zonas endémicas de Fasciolosis de Rusia y de la Repu-
blica Mexicana respectivamente’.

El trayecto de la larva mostr6 la disolucion de la sustancia
intercelular y deformacion de células epiteliales de los teji-
dos de los moluscos. A nivel citoldgico se observaron cam-
bios en el epitelio lineal de cobertura de los ductos de la
gladndula digestiva y en el tejido conjuntivo del hepatopan-
creas. Se observaron diferencias en las vias de penetracion
y afectacion en las dos especies de moluscos estudiados,
marcando asf las diferencias de las condiciones ecoldgicas
que prevalecen en cada zona geografica.
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Study of Lymnaea truncatula and Lymnaea
cubensis mollusk tissues infected by Fasciola
hepatica miracidia

Abstract

The present work investigated the penetration pathways of
Fasciola hepdtica (Linnaeus, 1758) into the hepatopancreas
of Lymnaea truncatula (Muller, 1774) and Lymnaea cubensis
(Pfeiffer, 1839), two mollusks obtained from Fasciolosis en-
demic areas in Russia and Mexico, respectively.

The larval trajectory showed dissolution of intercellular subs-
tance and deformation of epithelial cells of mollusk’s tissues.
Cytological changes in the ductal epithelium of the diges-
tive gland and in the connective tissue of hepatopancreas
were found. Some differences in the penetration and dama-
ge pathways in the two species of mollusks studied were
observed; thus highlighting the differences in the environ-
mental conditions prevailing in each geographic area.
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INTRODUCCION

En los tltimos afos la fasciolosis ha sido notificada
en mds de 40 paises. Las investigaciones realizadas
por diversos grupos interdisciplinarios, han aporta-
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Anteriormente creiamos que los
gusanos de Fasciola sélo avanzan por
ductos espaciados de tejidos, pero no
a través de las fibras colagénicas en la
sustancia intercelular como se observo
en este estudio.

do resultados muy significativos para entender cada
uno de los procesos que interactiian en la relacion
de este trematodo con sus hospederos y con el me-
dio ambiente? asi como con las manifestaciones
clinicas que producen’; sin embargo, se requiere
continuar con estudios y acciones tendientes para
tratar de disminuir los dafios socioeconémicos y a
la salud que este parasito produce.

MATERIALY METODOS

Se recolectaron moluscos, tanto de regiones de Ru-
sia (Lymnaea truncatula [Miiller, 1774]), como del
Estado de Puebla, Republica Mexicana (Lymnaea cu-
bensis [Pfeiffer, 1839]) con la finalidad de analizar
histolégicamente sus tejidos después de ser infecta-
dos con larvas de Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758).

Otorgada por el autor

Figura 1. Moluscos Lymnaea cubensis (Pfeiffer, 1839 [Mex]) (iz-
quierda) y Lymnaea truncatula (Miller, 1774 [Rusia]) (derecha)

Figura 2. Terobatrio Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758)

1-7. Fibras musculares circulares. 8. Fibras especiali-
zadas. 9. ramas de musculos retractiles. 10. canales
glandulares principales. 11. canales de glandulas acce-
sorias. 12. canales de glandulas laterales. 13. canales de
glandulas subepiteliales. 14. hipodermis sincisial. 15.
“espinas” (Microscopia electrénica x 11,200).

Los moluscos colectados se desarrollaron en el
laboratorio satisfactoriamente, se observé su prefe-
rencia por alojarse en las paredes superiores de los
contenedores de agua. Los miracidios una vez co-
locados en esos mismos recipientes, se trasladaron
también a esas mismas zonas, debido al resultado
de las interacciones fotohemogeotéxicas, iniciando
posteriormente la penetracién de los caracoles.

Estos, una vez infectados, fueron fijados en so-
lucién de Bouen, ademds, algunos de ellos se man-
tuvieron en este fijador hasta por 2 meses con el fin
de descalcificar su concha y asi estar en la posibi-
lidad de realizar cortes histolégicos sin destruir la
topografia del molusco. Posteriormente el fijador
fue retirado mediante alcohol etilico a 70°, después,
los cortes fueron llevados a través de rangos de alco-
hol con concentraciones ascendentes, transferidos
dentro de medios intermedios y después envueltos
con parafina. Finalmente, se realizaron cortes de 4
a7 py fueron tefiidos con hematoxilina-eosina, de
acuerdo al método de Geidengain (figura 1).

Cabe senalar que, con la finalidad de contar con
el éxito en la infeccién de los moluscos, se realiza-
ron detenidamente los 5 factores estudiados y pro-
puestos por Sokolina y cols®.
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Estudio de los tejidos de moluscos infectados por Fasciola hepatica

En los ultimos afos la fasciolosis ha
sido notificada en mas de 40 paises.
Las investigaciones realizadas por
diversos grupos interdisciplinarios,
han aportado resultados muy
significativos para entender cada uno
de los procesos que interacttian en la
relaciéon de este trematodo con sus
hospederos y con el medio ambiente
asi como con las manifestaciones
clinicas que producen; sin embargo,
se requiere continuar con estudios

y acciones tendientes para tratar de
disminuir los dafios socioeconémicos
y a la salud que este parasito produce.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los miracidios de F hepdtica y tejidos de los mo-
luscos fueron estudiados mediante microscopia ép-
tica, electrénica y de barrido, gracias a lo cual ob-
servamos que en su parte frontal el miracidio cuenta
con una papila apical denominada terobatrio, la cual
utiliza para sujetarse a la superficie de la pared epi-
telial del cuerpo del molusco y asi, penetrar a los
tejidos de especies que infecta (figura 2).

La base de este dérgano tiene un didmetro
aproximado de 32 p y su longitud es de 29 p. La
parte activa de la papila mide entre 15 a 16 p de
largo. Ademds, se encuentra cubierto por una hipo-
dermis sincisial, cuyo espesor es irregular, dado que
su grosor varfa de 982 A 23214 A, esta estructura
estd densamente adyacente a la membrana basal y
cubre los miocitos circulares de la probéscide.

La densa membrana plasmdtica cubre el hipo-
dermo sincisial del terobatrio asi como unas es-
tructuras afiladas de consistencia densa que corres-
ponden a pequefios apéndices inclinados de 467
A de altura. Estos apéndices se encuentran locali-
zados aproximadamente a la mitad de la longitud
del terobatrio y mantienen la misma distancia uno
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Figura 3. Miracidio esporocisto (a) penetrando el
epitelio inferior del cuerpo del molusco (b) (microscopia
electrénica x 1350).

del otro. A estas estructuras las hemos denomina-
do “espinas”, dado que le dan al miracidio la po-
sibilidad de sujetarse entre las células de la pared
del epitelio, penetrando asi, por debajo de este y
moviéndose entre las células de los tejidos del mo-
lusco.

La membrana basal estd agujerada por los des-
mosomas, los cuales son estructuras semejantes a
“poros” que comunican al hipodermo sincisial con
células de la fibra muscular. La longitud de los
desmosomas es de 992 A. Con una distancia entre
“poro y poro” de 472 A a 1379 A. También, en la
parte superior del terobatrio se localizan formacio-
nes sensoriales y poros excretores de las glandulas’.

Se observaron también 2 aciimulos longitudi-
nales de miocitos en la parte frontal del terobatrio,
uno se encuentra fijo en su porcién superior, y el
otro, rodeando al primero, pero sélo que se localiza
dentro de una pared subepitelial.

Las células epiteliales de L. truncatula tienen un
tamano de 5 a 10 p y el epitelio respiratorio mide
alrededor de 15 -16 p en promedio, en cambio, las
células epiteliales de L. cubensis miden de 10 a 14
py el epitelio respiratorio aproximadamente 16 p.

Nosotros concluimos que el miracidio se ancla
sobre el epitelio del molusco, formando asf una es-
pecie de embudo de succién al realizar contraccio-
nes simultdneas de los 2 miocitos longitudinales y
el primer miocito circular. Posteriormente, el did-
metro del embudo se incrementa al expandirse las
contracciones del segundo y tercer miocito circu-
lares. Esta tltima contraccién origina que se abran
4 poros de la glindula apical y 4 poros de las glin-
dulas accesorias, con lo que se deja fluir secrecion
hacia la parte baja del embudo formado.
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Figura 4. Miracidio esporocisto (a) penetrando el he-
patopancreas (b) a lo largo de la sustancia intercelular de
coldgena (microscopia electrénica x 1350).

Figura 5. Miracidio esporocisto (a) penetrando directa-
mente al epitelio del hepatopancreas (b) (microscopia
electrénica x 1350).

Esta secrecién formada en las glindulas del mi-
racidio se encuentra constituida por hialuronidasa,
mientras que la sustancia intercelular de las células
epiteliales del molusco estd compuesta de mucopo-
lisacdridos, con gran contenido de dcido hialuréni-
co (figura 3).

La interaccién de la hialuronidasa y el 4cido
hialurénico se mantiene por espacio de 30-45 min,

La secrecién de la glandula caudal se
consume mientras penetra a través del
tegumento del molusco, los corpusculos
embrionarios inician su incremento, la
parte frontal del gusano ligeramente
crece a su alrededor, el terobatrio

se aplanay las glandulas apical y

las 4 accesorias son discretamente
observables, mientras que se ve también
como opera el sistema protonefridial.

Las glandulas de penetracién detienen
su funcién, todas las transformaciones
ocurren en 24 hy el gusano se
convierte en esporocisto, el cual

crece internamente en 5 dias en la
glandula digestiva para transformarse
en esporocisto madre. Estos son
activos y moviles, originando cambios
importantes en el hepatopancreas como
oclusién local de los senos venosos,
inflamacién de los conductos de la
glandula digestiva y atrofia del tejido
conjuntivo. Sobre el décimo dia, el
esporocisto se aquieta y comienza el
nacimiento de las redias.

tiempo en que se disuelve la sustancia intercelular,
con lo que se asegura la penetracién del miracidio
bajo la pared epitelial del molusco. Para ese tiempo
el miracidio se desprende de la capa epitelial ciliar
de su cuerpo, que consiste de 21 células y la hipo-
dermis sincisial de la membrana basal. Los gusanos
en este estado (que dura aproximadamente 24 h de
acuerdo con el tiempo consumido en la penetracién
al higado), son llamados “miracidio esporocisto™.
Una vez que los gusanos han penetrado por de-
bajo de la pared epitelial del cuerpo de los caracoles,
tienen que librar otro obstdculo correspondiente al
tejido conjuntivo que rodea el hepatopdncreas y sus
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Figura 6. Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) esporocisto (a) en el tejido conjuntivo destruido del hepatopancreas (b)
del molusco Lymnaea truncatula (Mller, 1774) (Rusia, izquierda) y Lymnaea cubensis (Pfeiffer, 1839) (México, derecha) (x

1350).

La presion ejercida sobre los conductos
hepaticos por los parasitos genera

la desaparicion de sus hendiduras;
dificulta el acceso de hemolinfa,
sustancia alimenticia y oxigeno, lo que
genera que se produzcan depdsitos
adiposos en el higado del molusco

y se presente autolisis de las células
digestivas; los moluscos mueren de
hambre, ademas de pasar por un
proceso “toxico” que genera profundas
alteraciones fisiolégicas y muerte de las
células hepaticas.

epitelios, mientras tanto, el terobatrio permanece
elongado.

Son diversas y abundantes las células que con-
figuran el tejido conjuntivo de L. truncatula (no
asi las de L. cubensis), éstas estdn representadas por
células fusiformes y células en forma de estrella que
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con sus ramales se sujetan a la membrana basal que
es muy delgada, y no es raro observar que se acom-
pane de fibras eldsticas de coldgena unidas dentro
de paquetes robustos. Estas fibras son siempre no-
tables por su gran durabilidad y poca elasticidad,
ademds son parte de la sustancia intercelular que
es amorfa, viscosa e incolora, la cual no tiene dife-
renciacién morfoldgica visible y no es observable
mediante microscopia 6ptica (figura 4).

Anteriormente crefamos que los gusanos de Fas-
ciola sélo avanzan por ductos espaciados de tejidos,
pero no a través de las fibras colagénicas en la sus-
tancia intercelular como aquif observamos®.

Suponemos que la secrecién de las 4 gldndulas
laterales estd involucrada en la formacién del te-
gumento del futuro esporocisto, y es la responsable
de regenerar los dafios originados por la penetracién
inicial.

Se observo también, que la secrecién de la gldn-
dula caudal se consume mientras penetra a través
del tegumento del molusco, los corpisculos em-
brionarios inician su incremento, la parte frontal del
gusano ligeramente crece a su alrededor, el teroba-
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Figura 7. Esporicisto (a) de Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) en el tejido conjuntivo del molusco (b) L. truncatula
Mdiller,1774 (Rusia, izquierda) y L. cubensis Pfeiffer, 1839 (México, Derecha)(x 1350).

trio se aplana y las gldndulas apical y las 4 accesorias
son discretamente observables, mientras que se ve
también como opera el sistema protonefridial®.

Con todo lo antes descrito, queda s6lo una ba-
rrera que superar, la cual corresponde a un epite-
lio intergumentario del hepatopdncreas. Superado
éste, el miracidio se encontrard en el tejido conjun-
tivo del higado. En los cortes histoldgicos de los teji-
dos observamos miracidios-esporocistos penetran-
do el epitelio del hepatopdncreas (figura 5).

Las glindulas de penetracién detienen su fun-
cién, todas las transformaciones ocurren en 24 h y
el gusano se convierte en esporocisto, el cual cre-
ce internamente en 5 dias en la glindula digestiva
para transformarse en esporocisto madre. Estos son
activos y mdviles, originando cambios importantes
en el hepatopancreas como oclusién local de los senos
venosos, inflamacién de los conductos de la glindula
digestiva y atrofia del tejido conjuntivo. Sobre el
décimo dia, el esporocisto se aquieta y comienza el
nacimiento de las redias (figura 6).

Como es bien conocido dentro del estudio del
ciclo biolégico, estas redias reciben el nombre de re-
dias de primera generacién y éstas a su vez dardn
origen a redias hijas para finalmente dar pie a la for-
macidén de las cercarias para abandonar finalmente
en esta fase a los moluscos.

Se encontré también en los cortes longitudina-
les, tangenciales y transversos del molusco (L. cuben-
sis) que miracidios que penetran a través de la parte

dorsal de la superficie lateral de su pie, aparente-
mente sobreviven y alcanzan el hepatopdncreas, sélo
si penetran en ductos lagunares cercanos al higado,
lo que no ocurre para la otra especie del molusco,
por lo que se cree que este tltimo, sea mds selectivo
su ingreso.

Se descubrieron larvas atrapadas (L. truncatula).
Asumimos que estos miracidios no hallaron o encon-
traron pocos recursos metaboélicos para su seguimien-
to. También se puede relacionar con la busqueda de
especies puente en el medio acuoso en condiciones
naturales por un largo tiempo (figura 7).

Como las fibras del tejido conjuntivo del mo-
lusco se desarrollan de manera abundante, la canti-
dad de sustancia amorfa disminuye, pierde muco-
polisacdridos y dificulta la penetracién de las larvas
en el hepatopdncreas.

Las mejores larvas de fasciola se adaptan al pa-
rasitismo en los tejidos de este molusco, viene una
reaccién inflamatoria débil y se obtiene una estruc-
tura mds especifica por las cdpsulas alrededor de
ellos.

El desarrollo de los esporoquistes de Fasciola en
la glindula digestiva de los moluscos L. trucantula
y L. cubensis afecta sus tejidos y sus ductos. Se pre-
sentan cambios a nivel citoldgico en el epitelio de
cubierta de los ductos glandulares digestivos de los
moluscos'.

Ginetcinskaya subraya que la presién ejercida sobre
los conductos hepdticos por los pardsitos genera la
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El higado de estos moluscos consiste en
numerosos tubos formados por una capa
de células hepaticas con nucleo redondo
u oval situado en la parte basal de la
célula, y tejido eldstico de sostén (células
ovaladas con nucleo redondo u oval pero
con superficie espiculada).

desaparicién de sus hendiduras; dificulta el acce-
so de hemolinfa, sustancia alimenticia y oxigeno, lo
que genera finalmente que se produzcan depdsitos
adiposos en el higado del molusco y se presente au-
tolisis de las células digestivas; por ende, los mo-
luscos mueren de hambre, ademds de pasar por un
proceso “téxico” al tener la hemolinfa problemas
de salida hacia los rifiones, por lo que se acumula
junto con los productos metabélicos de los pardsi-
tos, estos productos son absorbidos por el epitelio
del higado, lo que genera profundas alteraciones fi-
sioldgicas y muerte de las células hepdticas del mo-
lusco’.

El higado de los moluscos L. trucantulay L. cuben-
sis consiste en numerosos tubos redondos y ovalados
en la seccién transversal unidos a la masa compacta
por tejido conjuntivo. Estdn formados por una capa
de células de 2 tipos: hepdtico (grandes células ci-
lindricas con nucleo redondo u oval situado en la
parte basal de la célula) y tejido eldstico de sostén
(células ovaladas con ntcleo redondo u oval pero
con superficie espiculada).

Las larvas se localizan entre los conductos hepd-
ticos en el tejido conjuntivo, los cuales se expanden
y contraen mientras los pardsitos crecen; las pare-
des de los conductos hepdticos se acercan, las hen-
diduras entre ellas disminuyen, si la mayor inten-
sidad de invasidn se da, las hendiduras se cierran
completamente y las células de los ductos cambian
a limites no recuperables.

Si se da una invasién seria se observa la comple-
ta destruccion de los tejidos, que causa necrosis del
hepatopédncreas. S6lo quedan integumentos exter-
nos de tejido conjuntivo. Las larvas de Fasciola en
diferentes etapas de desarrollo se sitGan debajo de
estos. El molusco pronto muere.
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En condiciones naturales existe una dependen-
cia de invasién a partir de la edad y el periodo del
afo para los moluscos L. zruncatula. Para L. cuben-
sis, que normalmente habita cuencas de agua de
México, esta dependencia no aplica.

Cabe senalar la gran utilidad de haber trabajado
con las 2 especies de moluscos, dado que por las ca-
racteristicas climdticas que prevalecen en Rusia y no
asi en México, existe lo que llamamos una depen-
dencia de invasién a los moluscos y una adaptacion
al parasitismo, ya que en condiciones adversas, la
invasién y trayecto del miracidio en L. truncatula
no se realiza, se retrasa o se interrumpe, con lo que
se marca una importante diferencia en cuanto a la
facilidad que tuvo la larva para ingresar y desarro-
llarse en L. cubensis. Fue significativo también el
dano y muerte provocado por la larva de £ hepd-
tica en L. truncatula a diferencia de L. cubensis, lo
que probablemente explicaria que ante tantas vi-
cisitudes que tiene que sortear, la larva genera una
importante reaccién defensiva en el molusco, con
lo que se presentan alteraciones metabdlicas que
conllevan a una toxicidad, inflamacién y necrosis
hepdtica y muerte del molusco. @
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