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INTRODUCCION

Angiostrongylus costaricensis Morera y Céspedes,

(Nematoda: Angiostrongylidae) (=Morerastrongylus
staricensis (Chabaud, 1972)), es el agente etiol6gico
¢ la angiostrongiliasis abdominal (Morera y Céspedes,

188). Esta parasitosis gque afecta principalmente a
f nifos, se observa con creciente frecuencia en los
j? tales y centros de salud de Costa Rica (Morera,
.TI. Ademds, la enfermedad se ha encontrado desde México
i£2 el sur de Brasil (Zambrano, 1973; Zavala et al.,L1974;
erbrey, 1977; Agostini et al., 1983), y en algunos
&S en donde no se han encontrado casos humanos, se
Ppodido demostrar la presencia del parasito en sus
=Peces naturales u otros animales (Tesh et al., 1973;
y Hall, 1979; Malek, 1981; Sly et al., 1982;
et al., 1983).

Los parasitos adultos, al igual que en su huésped
: +» Se localizan en las arterias mesentéricas, espe-
Imente en las de la regi6n ileo-cecal. Agqui, las hembras
positan y los huevecillos son arrastrados por la co-

Ee sanguinea hacia la pared intestinal en donde
28n atrapados en los vasos de menor calibre y embrio-
= Estos huevecillos, junto con los productos de excre-
n ¥ secreciédn del parasite, son los gque causan una
IECién inflamatoria que generalmente es de tipo granulo-
0 con gran infiltracién eosinofilica. Ademas, 1los
@Sitos adultos que estdan en las arterias pueden causar

briaciones del endotelio, gque a su vez provocan la




BEi6n de coagulos gue luego se organizan en trombos.
@6 é&stos son oclusives, la anoxia gue se deriva es
responsable de la necrosis y de 1las perforaciones
fsitonitis que se presentan en algunos casos.

‘Generalmente los pacientes con esta enfermedad
p@ejan de dolor localizado en la fosa ilfaca derecha
danco del mismo lado. Casi siempre hay fiebre y el
Pgrama muestra leucocitosis y eosinofilia elevadas
ies et al., 1968; Loria y Lobo, 1980).

Ademads de las lesicnes intestinales, se han observado
lizaciones ectépicas en el higado (Morera et al
¥ en el testiculo (Ruiz y Morera, 1983).

A pesar de que se han descrito 19 especies del
Angiostrongylus (Morera, 1984), s6lo Angiostrongylus
msis y A. costaricensis se han encontrado causando

#dad en el hombre. La primera especie produce una
io-encefalitis que en algunos casos puede ser fatal.
enfermedad se hablia encontrado solamente en paises
Cuenca Oriental del Pacifico, las islas Hawaii
Pacifico Sur. Aunque se habia buscado (Alicata,
no fue sino hasta 1980 que A. cantonensis se encon-

€l Continente Americano (Aguiar et-al., 1981).

Angiostrongylus costaricensis fue descrita utilizando
especimenes (dos machos y una hembra) obtenidos
: intestino humano fijado en formalina, gue habia
fesecado por presentar un engrosamiento de la pared
jaba un tumor maligno (Morera y Céspedes, 1971).
erioridad, se habian estudiado varios casos simila-

1

brera, 1967; Céspedes et al., 1967) pero sclamente



S& habian observado los cortes de los parésitos o sus
‘huevecillos.

A, costaricensis es un nematodo con la extremidad
€audal curvada ventralmente; la extremidad cefélica es

redondeada y tiene una abertura oral provista de tres

pequenos labios. La cuticula es transparente, fina, excep-
o hacia los extremos en donde es mAs gruesa y finamente
iada. El poro excretor est& situado ligeramente hacia
atras de la unién eséfago-intestinal. El1 anillo nervioso
StA por delante de la mitad del eséfago.

El macho mide de 17,4 a 22.2 mm (19,9 mm). El testi-
sulo se inicia ligeramente hacia atras de la unién estfago-
intestinal. Las espiculas son delgadas, estriadas e iguales
f miden de 0,318 a 0,330 mm. El gubernaculo esta formado
por dos ramas que se juntan antes de su terminacién en
la cloaca. La bolsa copulatriz es simétrica y medianamente
sarrollada; Los rayos ventrales esti&n juntos excepto
Su extremidad distal en donde se puede observar que
iL ventro-lateral es ligeramente mas largo que el ventro-
entral. Los rayos laterales emergen de un tronco comdn,
ados de los ventrales; El externo-dorsal nace cerca
tronco lateral y el dorsal es corte y bifurcado.
cloaca tiene forma de media luna, con la convexidad
icia la extremidad caudal.

La hembra mide de 28,2 a 42,0 mm (32,8 mm). E1l
i0fago es ligeramente mads grande gue en el macho. La
itremidad caudal es cbnica. E1 anoc estd localizado a
060 mm del extremo de la cola y la vulva a 0,240-0,290
3 de la misma. En especimenes vivos los tubos uterinos
| pueden observar formando una espiral alrededor del



que es de un color oscuro.

espuls de la descripcién de la especie se encontraron
ieespedes intermediario (Morera y Ash, 1970) y defini-
{Morera, 1970). En 1973 (Morera) se dilucidé el
§ de wvida del parasito y se hizo una redescripcién
" especie. Este trabajo demostré que en el huésped

itivo (Sigmodon hispidus) los parasitos adultos

B dentro de las arterias mesentéricas, especialmente
de la regiébn ileo-cecal. Aqui, las hembras ovipo-
® ¥ los huevecillos son arrastrados hacia la pared
ftinal en donde se atascan en los vasos de menor
#ro; en el tejido, los huevecillos embrionan y en
Briodo de 4 dias se forma una larva de primer estadio
repta hasta alcanzar la luz intestinal. Estas
son eliminadas diariamente en la materia fecal
prata infectada y si las heces se mantienen hamedas,
: permanecer viables hasta por 8 dias (Arroyo ¥
1978).

Los estudios realizados hasta el momento demuestran
Costa Rica el huésped intemediario mas importante
| sbosa Vaginulus plebeius (Mollusca: Veronicellidae).

moluscos se han encontrado infectados en sitios
b &1l nivel del mar (Parrita) hasta ma&s de 2000 m
jtura (Moravia de Chirripé). La prevalencia de 1la
;:-- varia entre 28 y 75%, habiéndose obtenidc un
: de 50,0% en un estudio realizado-en 6.025 babosas

ptes de 20 comunidades de Costa Rica (Morera,

babosa sana se infecta al ingerir materia fecal

rata infectada; cuando ésto sucede, 1las larvas



migran del intestino del molusco hacia los tejidos fibro-
musculares del pie y del manto, cerca de la superficie
del cuerpo. Una vez alcanzados estos sitios, las L, se
inmovilizan y se 1llenan de granulos y entre el tercero
¥ cuarto dia se produce 1la primera muda. Cuando esta
';udura. la L, mide un promedio de 0,370 mm y es granulosa
inmovil. La segunda muda se produce entre el décimo-
Primero y décimotercer dia. Al principio 1la L, conserva

8igunos granulos, pero conforme Progresa su maduracién
208 va perdiendo Y alrededor del décimoctavo dia, época
la cual se ha transformado en 1la forma infectante
a4 el mamifero, su Ccuerpo esta libre de gréanulos, pudien-
observarse con claridad los érganos internos. Estas
@s pueden vivir por periodos largos de tiempo (hasta
ano) dentro del molusco.

Cuando las L3 son liberadas (por digestién natural
- artificial) muestran movimientos activos ondulatorios;
€N un promedio de 0,472 mm. E1 es6fago mide 0,164
B; el anillo nervioso esta situado a 0,064 mm de 1la
fXtremidad cefalica y el ano a 0,032 mm de la punta de
8 cola. El primordio genital se localiza a 0,164 mm
® la extremidad caudal. En medic homedo y a temperatura

iente, estas larvas conservan su viabilidad hasta
72 horas.

Una rata sana se infecta al ingerir una babosa
alimentos contaminados con L; eliminadas en la baba
molusco; en el primer caso, la digestién se realiza
b €1 estomago del roedor Yy las larvas liberadas descienden
$ el intestino y penetran 1la pared del mismo a nivel
ileon. La penetracién se produce en unas dos a tres

f8s. Alcanzada la pared intestinal, las larvas se intro-



ducen en los vasos linfaticos y desde alli se distribuyen
&n el sistema linfatico mesentérico. Se las puede encontrar
incluso en los senos linfaAticos y de la médula de los
ganglios. La tercera muda ocurre entre el segundo y el
tercer dia. En las Ld se puede observar diferenciacién
Sexual ya gque los machos presentan un abultamiento de
1a extremidad caudal que eventualmente dard lugar a la

formaci6on de la bolsa copulatriz,

La cuarta y dltima muda se produce entre el
Sétimo y el décimo dia; una vez gue ésta se ha completado,
juveniles gque miden unos 2 mm, rompen la pared del
¥aso linfatico en donde est&n ubicados, reptan por el
fejido conjuntivo laxo del mesenteric y eventualmente
Penetran en una ateriola, su habitat definitivo.

El pericdo prepatente es de 24 dias y la madurez
'tica de los vermes se alcanza alrededor de 40 dias
Epues de la infeccién.

Los estudios realizados en Costa Rica han demostrado
feccidn natural en nueve especies de roedores, a saber:

igmodon hispidus, Rattus rattus, Rattus norvegicus,

'-;-_._,, salvini, Tylomys watsoni, Proechimys semispinosus,

gromyscus nudipes, Oryzomys albigularis y Oryzomys cali-

mosus (Morera, 1984). Ademas, otras tres especies,
'nntmnys microtinus, Liomys adspersus vy Oryzomys

dvescens fueron encontradas naturalmente infectadas
Pan.uma (Tesh et al., 1973). También un pizote (Nasua
.-.g bullata) proveniente de la regién de San Carlos
. &ncontré con infeccién natural (Monge et al., 1978).
dentemente el pardsito se encontré en marmosetas
us mystax) capturadas en la regién de Iquitos,



Perd (Sly et al., 1982).

A pesar de gue por lo menos dos especies de caraco-

les (Camacho, 1979) y wvarios ejemplares de una planaria
({Geoplana sp.) se han observado naturalmente infectados,
como ya se dijo, los estudios realizados en Costa Rica

‘demuestran gue la babosa Vaginulus plebeius es el huésped

intermediario mas importante.

Los wveronicélidos son animales facilmente reconoci-
;}las, caracterizandose por la ausencia total de concha.
ika mayor parte del cuerpo esta cubierta por el manto;
en la parte medio ventral se encuentra el pie. Este dalti-
esta separado del manto por 1los surcos pedales. En
parte anterior se encuentran dos pares de tentéculos;
Mlos inferiores, mAs pequefios, son bifurcados y tienen
funcion tactil y olfatoria; los superiores son retréctiles
W en la parte distal estan los ojos. El ano esta situado
Posteriormente, en el surco pedal derecho. E1 poro genital
Easculino se localiza junto a la base del tentaculo infe-
Fior derecho y el femenino hacia la parte media del hipono-
(0 del mismo lado. El conducto deferente se une a la esper-
Eareca por medio de un conducto de unidén y se prolonga
asta el pene por dentro del tegumento, a lo largo del
firco pedal derecho. La respiracién es exclusivamente

mtanea (Thomé, 1975).

La oviposicidén se realiza en masas de alrededor
® 30 huevos que salen y se mantienen unidos por una mem-
Fana mucosa; son ovalados y estaAn provistos de una gruesa
ana elastica. Al momento de la oviposici6tn son claros
miden unos 4 mm; conforme avanza el desarrollo, se van

jeureciendo y aumentan ligeramente de tamafo.



'En condiciones ideales la eclosién ocurre en 24 dias,
pero este periodo puede variar dependiendo de la tempera-
fura y humedad del ambiente. En suelos saturados por

=Jemplo, la eclosién ocurre a los 28 dias. Los pegquefos

moluscos comienzan a alimentarse poco tiempo después
.' la eclositin. Coto (1983) encontrdo gue en Diplosolenodes
@ccidentale el ciclo dura alrededor de seis meses.

La posicién filogenética de la familia Veronicellidae
muy discutida. Se admite que junto con las familias
Bnchiidae y Rathousiidae constituyen el orden Soleolifera.
ESte orden ha sido colocado antes de los Basommatophora,
Eatre los Euthyneura, o como orden primitivo de los Pulmo-
I8ta con el nombre de Systellommatophora. También ha
2do considerado dentro de los Opisthobranchia (Thomé&,
875). Sin embargo, el hecho de gque sus sistemas reproduc-
Or, nerviosoc y digestivc sean basicamente de pulmonados
| Su éxito en adaptarse a la tierra (respiracién cutanea)
Bgieren una mayor relacién estructural con este grupo
solem, 1978).

La misma confusidn se presenta con respecto a los
0S y especies dentro de la familia. Se admite gue
B Centroamérica existen cinco especies de veronicélidos
Andrews, com. personal) pero no se han establecido
dterios claros para su identificacién.

Coto (1983) al estudiar las posibilidades de control
;'estns moluscos por constituir una plaga agricola,
| refiere a la especie Diplosolenodes occidentale. En

sencia de trabajos taxondmicos sobre nuestros veroni-

iidos, resulta dificil saber con cual o cuales se estéd
ebajando. Sin embargo, el nombre Vaginulus plebeius




S usa en el presente estudio, debido a que los primeros
ejemplares encontrados con infececidn natural (Morera
y Ash, 1970) y 1los usados en la dilucidacién del ciclo
(Morera, 1973), fueron clasificados como tal por el Prof.
L. Forcart (P. Morera, com. personal). Finalmente, en
un reciente SEMINARIO CENTROAMERICANC SOBRE LA BAEOSA
DEL FRIJOL (El1 Zamorano, Honduras; abril, 1985) se llegd
@ la conclusién de gque solamente con base en la morfologla
externa de las cinco especies presentes en la regién,
no es posible su identificaci6tn. Existe entonces la posibi-
lidad de gue en el ciclo de Angiostrongylus costaricensis

‘esté involucrada mas de una de estas especies.

Los estudios realizados demuestran gque hay mucha
‘Wariacién en el numero de larvas gque puede haber en cada
‘molusco. Seria de esperar que las babosas de mayor peso,
por lo tanto de mayor edad, tuvieran mas larvas por
er tenido maAs oportunidades de ingerir materia fecal
ratas infectadas. Sin embargo, se han observado muchos
ejemplares de poco peso con gran niOmero de larvas (miles),
babosas muy grandes con pocas. Este fenémenc podria
deberse a un mecanismo de defensa desarrollado como conse-
‘uencia de la infeccién {resistencia adgquirida).

Varios estudios realizados con otros moluscos han

mostrado la existencia de dicho mecanismo. Se ha demos-
trado por ejemplo, gue organismos vivos o simplemente
poléculas complejas, introducidos natural o experimental-
Ente en un molusco, provocan un rapido incremento de
nas células de origen hemolinfatico gque se conocen
€]l nombre de amebocitos y que tienen capacidad fagoci-
.;cal (Malek y Cheng, 1974). Se sabe que estas células
gan un papel importante en la defensa de algunos pul-
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‘monados contra larvas de trematodos (Brown, 1978). Cuando

05 amebocitos se enfrentan a sustancias o particulas

‘Extrafas de gran tamano, por ejemplo larvas de helmintos
gque no pueden ser fagocitadas, se produce un fendmeno
B¢ encapsulacién que tiene por objeto aislar al parasito
los tejidos del huésped.

Lie et al.(1975, 1976) y Lie y Heyneman (1976a,
2976b, 1976c) encontraron masas de amebocitos rodeando
40s esporocistos de Echinostoma lindoense 30 horas después
la inoculacién de los miracidios en Biomphalaria glabra-

£3. Posteriormente se observé encapsulaci6n y destruccién
los parasitos.

En otros casos la formacién de una capsula no destru-
al parasito pero sirve para dislarlo con lo cual se
protege al huésped de un dano mayor, como en el caso

2 las larvas de Angiostrongylus cantonensis que permanecen
T1~psuladas pero vivas en los tejidos del caracol africano
ehatina fulica (Malek y Cheng, 1974).

Si bien se ha descrito la existencia de una respuesta
umoral en los moluscos, no se ha logrado obtener la
dencia quimica de que se formen moléculas similares
i 1as de las inmunoglobulinas de los vertebrados. Michelson
i#J4J demostré que la infeccién con Schistosoma mansoni
: Biomphalaria glabrata provoca la formacién de una

@stancia que inmoviliza los miracidios. Sin embargo,

*sustancia inmovilizadora®™ se puede extraer de caraco-
Sanos aungque en menor cantidad que de aquéllos infecta-
- Otra evidencia de la existencia de factores aparente-
fite innatos, es la muerte de formas parasitarias dentro

2 caracoles en ausencia de reacciones celulares, como
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en el caso de Trichobilharzia elvae en Lymnaea spp. (Brown,
1978).

El presente trabajo se propuso establecer si existe
€iacion entre la intensidad de la infeccién por Angio-
rongylus costaricensis y el peso de los moluscos infec-
con este parasito. También se discute la posibilidad

#l desarrollo de un mecanismo de resistencia que expligue

e fenbmeno.



MATERIAL Y METODOS

Trabajo de campo

En un estudio previo se establecié quée en la zona
de Bijagua de Upala las babosas son muy abundantes durante
todo el ano. Esta es una zona ganadera en donde ademéas
Se cultivan granos, especialmente frijoles (Phaseolus

' vulgaris), planta por la gque tienen especial atraccién
‘estos moluscos (Coto, 1983).

Bijagua de Upala pertenece ' a una zona de bosgue
hGmedo premontano transicién a basal.

Para recoger el material de estudioc, se seleccionéd
#8 zona en donde poco tiempo antes existié una extensa
Plantacién de frijoles. Las colectas se hicieron en el
@rea en donde habian sido abandonados en capas gruesas
' restos de las plantas y de las vainas de los frijoles,
pues del proceso de "aporreo”.

'
Los moluscos se recogieron despues de las 9:30
la noche, hora en que empiezan a mostrar gran actividad;
uUrante el dia se refugian debajo de la paja.

Fara la blsqueda de las babosas se usaron l&mparas
acetileno (carburas) que producen una luz muy intensa.
#3208 los ejemplares observados sobre la tierra, la paja
| Otros vegetales, fueron recogidos con pinzas sin dientes

12
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¥ celocados temporalmente en bolsas plasticas.

Se hizo un total de cuatro visitas durante los
meses de marzo, junio, agosto y setiembre; en cada colecta
participaron dos personas y se hicieron durante dos noches
sequidas, tres horas cada noche.

Después de cada sesién de trabajo, todos los moluscos
recogidos se pasaron a baldes plasticos de 30 cm de diame-
tro por 25 cm de alto, en el fondo de los cuales se deposi-
t6 vegetacién fresca. Los recipientes se taparon con
cedazo plastico de malla fina, cuidadosamente ajustado
con una cinta de hule para evitar la fuga de las babosas.
‘En esta forma fueron transportadas al laboratorio.

Frabajo de laboratorio

Antes de proceder a su estudio, las babosas se
Bantuvieron en terrarios y se alimentaron con lechuga.
terrarios se hicieron con cajas plasticas de 35 cm
largo por 22 cm de ancho y 16 cm de alto. En la parte
fentral de la tapa se perforéd un agujero de 20x10 cm
se cubrié con cedazo de malla fina, para permitir la
gspiracién y evitar la fuga de los moluscos. En el fondo
la caja se colocd una capa de 5 cm de tierra htmeda.
pobre todo al inicio de la permanencia de cada grupo
babosas en el laboratorio, fue necesario limpiar perid-
amente el cedazo ya que el exceso de baba producida
Burante la actividad nocturna puede obstruir completamente
eéntrada de aire; la actividad de los moluscos disminuye
-~pués de un tiempo de estar en cautiverio. Debido a
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una acumulacién grande de baba puede ser toxica,
necesario cambiar cada ocho dlas la tierra. Se colocH

maximo de 75 ejemplares por terrariec. Ya gque se ha
demostrado que algunas larvas salen con la secrecién
dcosa del molusco (Morera, 1984), éstos se mantuvieron
maximo de tres semanas en el laboratorio.

Para su examen, cada babosa fue limpiada y pesada
una balanza de torsién. La limpieza se realizé colocando
babosa en una caja de petri tapada, con lo cual después
unos minutos de movimientos del animal se elimina
tierra que estaba adherida. El intentar limpiarlas
otro método hace gque la babosa se contraiga y excrete
- gran cantidad de baba, con lo cual no sélo se pierde
BS0 sino que posiblemente se eliminarian algunas larvas.

Después de pesadas se colocaron sobre una la&mina
corcho cubierta con papel; con un bisturi se hizo
Corte a lo largo del dorso con el objeto de extraer
€eliminar la masa visceral. Los tejidos fibro-musculares
#1 pie y del manto se colocaron en una licuadora y se
*garon 100 ml de jugo gastrico artificial gue contenia
g de pepsina, 7 ml de A&cido clorhidrico concentrado
4000 ml1 de agua destilada. Se puso en marcha la licuadora
i maxima velocidad durante unos 90 segundos, hasta que
B Se observaron pedazos grandes de tejido.

El contenido del frasco de la licuadora sc traslads
un frasco erlenmeyer de 250 ml; las paredes y las aspas
la licuadora se lavaron con la misma solucién y el
foducto del lavado se agregd al frasco. Los frascos
taparon con parafilm Y se colocaron en la estufa a
durante tres horas.
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Después de la digestién, el contenido de cada frasco
colocd en un aparatoc de Baermann, segin la técnica
gdescrita por Wallace y Rosen (1969), y se dejé durante
t0da la noche para la sedimentacién de las larvas. Al
siguiente, aproximadamente 5 ml del fondo del embudo
colocaron en una caja de petri de 5 cm de di&metro.
a facilitar el conteo de 1las larvas, en las cajas
Petri usadadas para tal fin se hizo un cpnadriculado
un lapiz de punta de diamante; cada cuadrade tenia
mm de lado. La boGsqueda y el conteo de larvas se hizo

lBservando cada cuadrado en el microscopio estereoscépico
bR 24 aumentos. A pesar de que las larvas generalmente
motiles, su actividad consiste en movimientos de
BAtraccién y extensién, no de traslaciéon, por 1lo que
8 existe el problema de contar la misma larva dos vVeces.

Con el propésito de analizar los datos se hicieron
X0 categorias de peso, las cuales se identificaron
nimeros romanos. Dentro de cada una de estas categorias
incluyeron las babosas negativas (grupo 0), y las
Bitivas distribuidas en grupos de acuerdo al siguiente
Bterio: grupo 1, babosas infectadas con 1 a 10 Ly;
po 2, con 11 a 50 L3; grupo 3, con 51 a 100 L3 Y grupo
£on mas de 100 larvas infectantes.

Para establecer si habia asociacién entre el peso
los moluscos y el grado de infeccién de los mismos,
. datos se analizaron mediante la férmula de chi cua-

Para una mejor apreciacién de 1los resultados, se
#ron dos nuevos grupos: en el grupo A se colocaron
babosas con infecciones de 1 a 50 L, ¥ en el grupo
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B aquéllas con mas de 50 larvas.

En los casos en que se encontré larvas, se montaron
algunas en un porta-objetos Yy sSe inmovilizaron agregando
una gota de lugol; para su identificaci6tn, se hizo un
estudio microscépico de estos preparades. Al azar se
tomaron grupos de larvas de algunas de las babosas infecta-
das y se inocularon en ratas Sigmodon hispidus por me-
dio de una sonda gastrica. E1 hallazgo de los parasitos
adultos después de transcurrideo el periodo prepatente,
confirmé el diagnéstico morfolégice.

Para estudiar los cambios histolégicos que se pueden
Producir en las babosas infectadas, a un grupo de 15
®jemplares adultos, nacidos en el laboratorio, se les
di6 como alimento durante cuatro dias, pequefos pedazos
lechuga cubiertos con una capa de materia fecal de
atas infectadas. Veinte dias después de la dltima dosis
repitié la operacién durante nueve dias; esto Gltimo
hizo también con un grupe de moluscos gque no habian
S§ido infectados anteriormente. Dos babosas de cada grupo
fueron sacrificadas a los 5, 12 y 54 dias después de
@ Oltima infeccién. Para ésto, las babosas fueron narcoti-
tadas colocandolas en una solucién de nicotina y luego
djadas en formalina al 10%. Tres babosas sanas se prepara-
por el mismo procedimiento para usarlas como control,

muestras para el estudie histolégico se tomaron de

tercios anterior, medio y posterior. Los tejides
on incluidos en parafina y se hicieron cortes de
§ micras, los cuales se tineron con hematoxilina-eosina,
e impregnacitn argéntica de Laidlaw.

Para identificar 1los cortes histolégicos se les
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dié los siguientes nimeros: 1-tm-85, 3-tm-85 y 5-tm-85
pPara las babosas infectadas una sola wvez y sacrificadas
a los 5, 12 y 54 dias respectivamente después de la infec-
€ién. A los cortes de las babosas sacrificadas a1l mismo
tiempo pero con dos infecciones se les dié 1los nimeros
2-tm-85, 4-tm-B8S Y 6-tm-85 respectivamente. Con 7-tm-85
Se identificaron 1las babosas no infectadas utilizadas

comc control.




RESULTADOS

Se examinaron un total de 856 babosas de las cuatro
colectas realizadas. E1 analisis de los datos mostré
gque la media aritmética del peso de las mismas fue de
1,87 g con una desviacién estandar de 1,04.

Se encontraron larvas infectantes de Angiostrongylus
costaricensis en 593 babosas (69,3%); de éstas, 269 (45,4%)
tenian entre 1 y 10 larvas (grupo 1); 124 (20,9%) entre
11 y 50 (grupo 2); 79 (13,3%) entre 51 y 100 (grupo 3)
¥ 121 (20,4%) mas de 100 larvas (grupo 4).

El Cuadre 1 muestra la relacién entre el grado
de infeccién y el peso de las babosas. La agrupacién
Por peso se hizo con base en el valor de la media aritmé-
tica (1,87). Asi, en 1la categoria II estadn los moluscos
Cuyo peso varid entre 1,4 y 2,4 g, es decir, 1,87 mas/menos
0,52 (bs/2). La categoria III la constituyen las babosas
que pesaron entre el valor del limite maximo de las de
la categoria II mAs el valor de DS. Las categorias 1
Y IV esté&n formadas por las babosas cuyo peso est& por
debajo y por encima de las categorias anteriores respecti-
vamente,

Debido a que las larvas infectantes se pueden elimi-
Rar con la baba del molusco y por lo tanto pueden consti-
tuir una fuente de infeccién para el mamifero, el nGmero
de larvas que tiene cada babosa es muy importante desde
el punto de vista epidemiolégico. En el Cuadre 2 se agrupa-
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ron las babosas gue tenian menos de 50 L, (Grupo A: grupos
1 y 2 del Cuadro 1) y las que tenian mas de 50 L, (Grupo
B: grupos 3 y 4 del Cuadro 1).

En la figura 1 se puede observar la relacién entre
los porcentajes de babosas correspondientes a los grupos
A y B distribuidas por categorias de peso; también se
observan los porcentajes de babosas infectadas y del
total, distribuidas por categorias de peso.

Estudio histolégico

En la mayoria de los tremadtodos y céstodos gue
emplean moluscos como huéspedes intermediarios, las formas
larvales se localizan en las visceras, generalmente el
hepato-pancreas y el pericardio. En el caso de Angiostron-
‘gylus costaricensis ya se habia observado que las L,
‘migran a los tejidos del tegumento, en donde se inmovilizan

¥ sufren dos mudas que las transforman en larvas infectan-
tes de tercer estadio.

En las babosas del grupo control (7-tm-85), el
gumento estd constituido por un tejido fibro-muscular
izado en la parte externa por un epitelio cilindrico
le, relativamente bajo. En el epitelio del pie se
ervan gran cantidad de células caliciformes gque se
lorean fuertemente con el PAS. Hacia la parte inter-
. el tegumento rodea la cavidad celomatica; en esta
na la disposicién de las fibras es mas densa; la impreg-
@cién argéntica demuestra que las fibras reticulares
i muy abundantes y tienen una disposicién circular.
€l manto se observan gran cantidad de acinos glandu-
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lares mucosos provistos de conductos excretores recubiertos
de un epitelio cabico bajo simple; estos conductos excre-
tores se abren en 1la superficie del molusco. El estroma
&sta constituido por fibras conectivas junto con las cuales
&stan las fibras musculares. La impregnacién argéntica
‘de Laidlaw demuestra que las fibras del tejido conectivo,
' Son todas reticulares. Ambos tipos de fibras tienen dispo-
'Sicién longitudinal Y radial, excepto hacia 1la cavidad
celomitica, en donde se disponen circularmente. Entre
este tejido fibro-muscular, se observan numerosos filetes
Perviosos, algunas veces en relaci6tn con grupos de células
ganglionares.

En las babosas infectadas, no se observé alteracién
de las estructuras descritas anteriormente, pero si cambios
importantes en los tejidos alrededor de las larvas.

(1-tm-85: Las larvas, que cinco dias después de la infeccién
'iu han realizado la primera muda, estan rodeadas por gran-
#€S masas de amebocitos (Fig. 2). La coloracién de Laidlaw
mostré aumento de las fibras reticulares alrededor

las masas celulares o en su interior.

2-tm-85: Doce dias después de la infecciébn las larvas
estan transformandose en L3, pero éstas todavia son inma-
suras, Las masas de amebocitos alrededor de las larvas
Son iguales a las que se observan en 1-tm-85, pero se

Bota un ligero aumento de las fibras reticulares alrededor
las mismas.

tm-85: Las larvas estan rodeadas de una cépsula de la
2l forman parte pocos amebocitos. En este caso las fibras

eticulares son mas abundantes Yy se pueden observar clara-
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mente con la técnica de Laidlaw (Fig. 7). Esto sucede
54 dias después de la infeccién.

2-tm-85: En estos cortes se observan L3 de la primera
infecciétn y L2 de la segunda. Estas (ltimas se observan
rodeadas de grandes masas de amebocitos y algunas presentan
signos de degeneracién (Fig. 3). Las L

de capsulas bien definidas (Fig. 4).

3 se ven rodeadas

4-tm-85: Los cambios observados en estos cortes son simi-
lares a los que se ven en 2-tm-85, pero las L3 de la
segunda infeccién muestran masas de amebocitos a su alre-
dedor (Fig. 5). En cambio, las L, de la primera infecci6n

Nno muestran esta reaccioétn (Fig. 6).

6-tm-85: En estos cortes se observan larvas completamente
rcdeadas por una capsula, la cual est& formada principal-

mente por fibras reticulares. En algunos sitios se obser-

van larvas degeneradas (de la segunda infeccién) rodeadas

de masas de amebocitos; estas células estan mas laxamente

dispuestas que aquéllas observadas en los preparados
1-tm-85 y 2-tm-85 (Fig. 8).
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Figura 1.

Porcentaje total de babosas. babosas infectadas,

babosas con 1 a 50 L_, y babosas con mas de 50
L3, distribuidas por categoria de peso.
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Figura 2.

Figqura 3.

Lamina 3-tm-85. Larva inmadura de tercer egtadio
rodeada por una masa de amebocitos, localizada
cerca de la superficie del pie. Obsérvese la
presencia de tres aclinos glandulares mucosos,
muy cerca del epitelio.

Lamina 2-tm-B85. Varios cortes de larvas de segundo
estadio en una babosa reinfectada. En la seccidn
longitudinal se puede observar signos de degenera-
cién. La masa de amebocitos es mas grande que
la observada en la figura anterior.
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Figura 4.

Lamina 2-tm-85. En el campo microscopico se obser-
van dos reacciones diferentes: hacia la izquierda
larvas de tercer estadio de la primera infec-
cién alrededor de las cuales se esta formando
una céapsula y quedan muy PpOCOS amebocitos. A
la derecha, se observan dos masas de amebocitos
en relaciétn con sendas larvas: obsérvese la canti-
dad de amebocitos alrededor de las mismas.

Ldmina 4-tm-85. Cortes transversales de larvas
inmaduras de tercer estadio de la segunda infec-
cién. rodeadas por una masa compacta de ameboci-
citos,







Figura 6.

Figura 7.

En la misma lamina de la figura anterior, ob-
sérvense dos larvas de tercer estadio de la
primera infeccidn rodeadas unicamente por la
capsula; los amebocitos han sido reemplazados
por fibras reticulares.

Lamina 5-tm-85. Larva de tercer estadioc en
una babosa con una sola infecci6n; con la im-
pregnacién argéntica se puede ver 1la céApsula
de fibras reticulares. Las larvas estan muay
cerca de la superficie, a la par de un conduc-
to excretor de baba.







Lamina 6-tm-B5. Masas de amebocitos rodeando
restos de larvas de la segunda infeccién. Obsérve-
ge que se ha iniciado la formaciétn de una cAap-
sula.







DISCUSION

Como se puede observar en les cuadros 1 y 2. @1
pPorcentaje de babosas infectadas (69,3%) es sumamente
alto. En los mismos cuadros Y en la figura 1 se puede
Ver que el namerc de individuos disminuye al aumentar
el peso. Al contrario, y como era de esperar, el porcentaje
de moluscos infectados aumenta al aumentar el peso: 59,0%,
73,6%, 74, 5% Y 85,1 para las Categorias I, 11, TIIT ¥
IV Tespectivamente, Estos datos indicarfan entonces gque
conforme aumenta el Peso y por lo tanto la edad, cada
individuo ha tenido mas Oportunidades de infectarse. Sin
embargo, si se considera el namero de larvas por babosa,
S€ puede observar que las de mayor tamafo son las que
tienen menor cantidad de larvas. En el cuadro 2 Y en la
figura 1 se Puede ver que los mas altos porcentajes de
babosas con Poca infeccién (grupo A, con menos de 50 L31
©stan en las categorias I. IIT y 1v (70,9%, 72, 7% y 80,7%
respectivamentta}* En el grupoc B (babosas con mas de 50
L3] 5€ observa e] mayor porcentaije {45,6%) en 1a categoria
I1 v el mas bajo (19,3%) en 1la categoria 1IV.

Era de esperar que las babosas de 1ia categoria 1
tuvieran el mas bajo Porcentaje de infeccién (59,0%) ¥
también gque 13 mayoria tuvieran infecciones leves (menos
de 10 L3]; este hecho se podria explicar porque siendo
babosas Peéquenas y por lo tanto mas jévenes, han tenido
menos oportunidades de infectarse. Sin embargo, llama
la atencién el hecho de que si bien entre 1las babosas
mas viejas se Presenta la mas alta Prevalencia de infeccién

29
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(B85,1%), el porcentaje de individuos con mas de 50 L]
es el més bajo de todos, (19,3%). Este mismo fenémeno
se observa si se comparan las categorias II y I1I.

El analisis estadistico de estos datos demuestra
que estas diferencias no son producto del azar (P < de
0,01). Por lo tanto este fendmeno se podria explicar si
se admite gue estos moluscos son capaces de desarrollar
un mecanismo de defensa contra la infeccién por el parasi-

to.

Las observaciones realizadas mediante el estudio
histolégico podrian servirnos para explicar, por lo menos
en parte, el fen6meno observado mediante el conteo de
las larvas en cada babosa. En los moluscos gue se infecta-
ron una sola vez, se produce una rapida y abundante proli-
feracién de amebocitos alrededor de las larvas; éstas
sin embargo, no presentan evidencia de agresidén y llegan
a su maduracién [L3} normalmente (Fig. 2). Con el tiempo,
los amebocitos desaparecen y las larvas se observan en
una cavidad rodeada por una capsula constituida principal-
mente por fibras reticulares (Fig. 7). La ausencia de
reaccién celular en los tejidos vecinos pareceria indicar
que se ha logrado un equilibrio en la relacién huésped-
pardsito. Es probable entonces gque la salida de las larvas
infectantes con la baba del molusco sea un fendémeno acci-
dental y mecé&nico; en el tegumento hay gran cantidad de
acinos glandulares mucosos; debido a gue las Jlarvas se
localizan cerca de la superficie externa del molusco,
a menudo estdn en estrecho contacto con estas glandulas
© sus conductos excretores; existe entonces la posibilidad
de que las contracciones musculares puedan producir ruptura
de las cédpsulas y liberacién de las larvas a través de los
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conductos excretores de la baba. Este fenémeno ha sido

ampliamente comprobade y probablemente constituye el meca-
nismo por el cual se infecta el hombre (Morera, 1984).

En las babosas reinfectadas, las larvas de la segunda
infeccién -prnvocan también la acumulacién de amebocitos
a su alrededor, aparentemente en mayor cantidad; en este
Caso se observan signos de degeneracién del parasito (Fig.
3). En las babosas estudiadas 54 dias después de la segunda
infeccién este fenémeno es mas evidente, observandose
la persistencia de los amebocitos aungue mas laxamente
dispuestos (Fig. 8) . En los mismos cortes , ¥ muchas
veces en contiglidad, se pueden ver larvas con morfologia
normal, rodeadas de la c&psula fibrosa descrita anterior-
mente (Figs.6 y 7). Estas Gltimas serian L3 de la primera
infeccién que lograron madurar hnormalmente pues no se
habia desarrollado todavia ningln mecanismo de defensa.

Estas observaciones podrifan explicar la aparicién
de resistencia como consecuencia del primer contacte con
el paradsito. De acuerdo a esta hipbtesis, el orden de
los acontecimientos se podria describir asi: cuando una
babosa sana se infecta, muy poco tiempo después, los para-
Sitos son rodeados por masas de amebocitos (mecanismo
de defensa natural); posteriormente hay proliferacién
de fibras reticulares, las cuales van sustituyendo a las
células y logran aislar el parasito de los tejidos del
huésped; en esta forma se establece un equilibrio en la
relacién huésped-paradsito. Sin embargo, cuando este equili-
brio se ha establecido y se produce una segunda infeccién,
los amebocitos gque ya "han aprendido”™ a agredir al parasi-
to (mecanismo de defensa adquirido), lo atacan violenta-
mente llegando eventualmente a impedir su maduracién.




El hallazgo de pocas larvas en las babosas de mayor
tamafio podria explicarse entonces por este mecanismo.
Por un lado, las larvas de la primera infeccidén que logra-
ron madurar, se irian eliminando mecanicamente como ya
se explicé; luego, los mecanismos de defensa adquiridos
impedirian, por lo menos en parte, el establecimiento

de larvas de infecciones posteriores.

El origen y el estimulo que provocan la formacién
de masas de amebocitos alrededor de un cuerpo extrano,
se ha tratado de explicar de varias paneras. Lie et al.,
(1975) y Kinoti (1971) describieron un 6érgano productor
de amebocitos en Biomphalaria glabrata y Bulinus spp.

respectivamente. Este "6rgano® estaria localizado en el
pericardio, hacia la superficie interna del tegumento.
Sin embargo, en Lymnaea stagnalis no se observd una estruc-

tura similar, habiéndose encontrade amebocitos aislados
¢ en pegqguefios grupos en todos los tejidos del cuerpo-
(Brown, 1978). En las babosas no infectadas e infectadas
que estudiamos, tampoco pudimos observar ninguna estructura
similar en el sitio sefialado ni en ningGn otro lugar.
Se podria pensar que en estos moluscos existen elementos
similares a las células reticulares de los vertebrados,
que siendo muy "jévenes®" desde el punto de vista ontogené-
tico, tienen capacidad para seguir diversas lineas de
desarrolle, dando origen a estirpes celulares tan diferen-
tes como todas las células sanguineas, diversos macréfagos
y fibroblastos, de acuerdo a las necesidades. Estas célu-
las, en los vertebrados forman parte del sistema reticulo-
endotelial y constituyen, junto con las fibras reticulares,
el estroma de los érganos linfAticos y la médula Osea.
Si un citotipo equivalente existe en los moluscos y esté
distribuido en los tejidos del animal, se podria explicar
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entonces su rapida diferenciacién (en amebocitos) y proli-
feracién. Del mismo modeo se explicaria la formacién de
las fibras reticulares que van a constituir la cépsula
alrededor de los parésitos. Es mas, podriamos pensar gue
después de una primera infeccién, algunas de estas células
podrian adquirir la "informacidén para atacar" al parasito

en una segunda invasién.

La rdpida aparicién de masas de amebocitos alrededor
de larvas de parésitos es explicada por Cheng (1966) por
la existencia de un estimulec que pone en marcha este meca-
nismo; este estimulo seria, en el caso de Angiostrongylus

cantonensis, un liguido gue se_ libera en el tejido alrede-

dor de la 1larva al producirse las mudas. Sin embargo,
est4 bien establecido que en Angiostrongylus cantonensis
(Mackerras y Sandars, 1955) y en Angiostrongylus costa-
ricensis (Morera, 1973), las cubiertas de la primera Yy

segunda mudas se retienen mientras la larva no sea libera-

da de los tejidos del huésped; nosotros pensamos entonces
que siendo las larvas elementos wvivos, aungue su metabo-
lismo sea muy bajo (por razones de economia), siempre
llevan a cabo funciones wvitales y por lo tanto debe haber
algin tipo de intercambio con el exterior (huésped), sobre
todo durante la fase de transformacidén de L1 a L3. Los
productos de excrecién/secrecién podrian ser entonces
el factor gue estimula la multiplicacién de los amebocitos
y la formacién de cépsulas; sin embargo, no tenemos prue-
bas que confirmen esta hipbétesis. Varios autores han obser-
vado este mismo fendmeno en los tejidos de moluscos infec-
tados con los tres tipos de helmintos, a saber: tremétodos
(Lie et al., 1975; Lie y Heyneman, 1976a,1976b,61976c),
céstodos (Rifkin y Cheng, 1968) y nematodos (Cheng, 1966);
si bien se puede decir gque esta es una reaccién de defensa,
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Su mecanismo no es bien conocido.

A pesar de que en los moluscos no se han encontrado
mecanismos de inmunidad humoral como los conocidos en
los vertebrados (formacién de inmunoglobulinas), si se
han encontrado algunas sustancias que tienen accién contra
elementos extranos. En algunos caracoles se han identifi-
cado hemaglutininas capaces de actuar sobre los eritrocitos
de algunos roedores, Y se ha observade un incremento de
éstas y otras proteinas en moluscos infectados; sin embar-
90, no se ha establecido si estas sustancias pueden actuar
de alguna manera en la defensa del animal (Malek y Cheng,
1974; Michelson, 1964). Los mecanismos de defensa humorales
en los moluscos son menos conocidos (0 son mas limitados)
que los celulares; solamente hay un punto gue est& bien
¢laro: no se ha podido identificar una molé&cula igual
© similar a una inmunoglobulina. No debemos esperar sin
embargo, que las sustancias que podrian jugar algin papel
en los mecanismos de defensa humoral de estos invertebra-
dos, deban tener la misma estructura gquimica y actuar
en la misma forma que los anticuerpos.

No sabemos si en el fentmeno de resistencia que
observamos en las babosas infectadas con Angiostrongylus
costaricensis podria haber intervenido algin factor humo-

ral, pero las observaciones parecen indicar gue leos meca-

nismos celulares tienen un papel preponderante en la
resistencia de las mismas.
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