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Figura 68, Localizacidn inmunchistoldgica del Ag-B. A v B: 320x. C vy D 1000x, mg: membrana germinativa, d

detritua pdg: proloscdlex degonerados, L legumaonio, p: pardnquima. oo corpiaculos calcdreos.
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Figura 7. Inmunolocalizacidn con o] Anti-AgP. A: vealcula hijn, 40x. B y L protoscdlex y veakcula prolifera, 320x. L)

protoscdlex, 1000x. ml: membrana laminar. mg: membrana germinativa, d: detritus, e corpisculos calcdrecs. L
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RESLULTADOS Inmunolocallzacidn

CONTROLES

La sustitucidn del primer anticuerpo por suero no inmune dilui-
do al 1/500 en TS (control de especificidad) o la sustitucidén por
tampdn (control de conjugade) y, la sustitucién del primer ¥
segundo anticuerpos por tampdn (control de peroxidasa enddgena)
dieron resultados completamente negativos (Fig 68) no exiastien-
do pues uniones inespecificas entre los antisueros y el tejido, ni
restos de actividad peroxidhsica enddgena tras el blogueo de
esta,

Los controles negativos empleando tejido hepdtico sano no detec-
taron reacciones cruzadas,

Figura 68. Control de especificidad. A: protoscdlex y vesfeulas proliforas, 320x, B: protoscdlex, 1000x.




RE=SLII_TANROS Inmunoiocalizaclsn

Anti-s Anti-B Anti-AgE

Vesiculns hijas

Fe:rt_ninntiva + + +

amiLnar n n +-
Vosfculng proliforas

RETminativa + + +

conlenide n n -
Frotoscilex

TegLImento mn n +

pariAquimn * + +

VEMLGIaA o 4] n

corp, calciireos ] n *

Fanchas o o m

podicula + + +

[orrrias ot tadng + 0 +

Tebla XV, Inmunolccalizaridn com lop aniipwcran Anti-5, Anil-Bb ¥ Anti-AgP on protoncélex, wenfculon
proliferan y vesicules hojas de K. granwlesus de procedencia hemana. RHesullados ablenidos por ibicroscape
dplitm.
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RESLILTAIDNIS Inmunolocallzaclkan

INMUNOLOCALIZACION DE LAS FRACCIONES
ANTIGENICAS POR MICROSCOFPIA ELECTRONICA

L.a obtencidon de seceiones uliraflinas de protosedlex ¥ voesioalos proliferas
de E. granufosus de procedoneia humena ¥ la aplicacidn de técnicas de
inmunolocalizacidn por mitroscopia electrinica, han permitido, mediante
la ineubacisn con los antisueros maono ¥ polissperificos empleados en el
epartado Anterior [Anti-5, Anti-B ¥ Anti-ApF), localizar a nivel
ultraestructural log antigenos mayoritaricos de E. granulosis.

TITULACION DE LOS ANTISUEROS

Lias diluciones de los antisueros se selescionan en funeidn de los
resultadss abtenidos en una tabla de titulacitn elaborada de
igual modns a2 como se ha expuestoe en el apartado de
inmunolocalizacidén por microscapia aptica.

Lus dilusiones de trabajo escopidas tras la titulacidn de loo
antisueros mnone ¥ poliespeciflicas ¥ del conjugndo, se axponen ¢hn
la tabla XWVI,

dilucién
ANTISUEROE dplipna
Antisgers enti-Ag 6 (puTilcadof . e e e 0 LB
Antiswcro Bnb-AF B e e e smensan s enenes WG
Antianers anti nn-tl'i;trno: pn'rnﬁ-ttﬂ-nu'f-
Tt 11 o U 131111
Conjugnda anti-Tg de conejo marcndo con
aro enloidal obtenide on corde (DAKOY ... R I 1

Tabla X¥1 Dilutiones cmpleadne vn Te inmundeleculizheign por mitFoueepin elesirdnicn,
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LOCALIZACION INMUNDINS TOLOHGICA

Tras la incubacidn eon los antisueros (ver materianl y métodos),
Ia localizacion de los antigenos a nivel ultraestractural, se ohjetivs
tras €] examen de las seccignes n microscapia electronics, ¥ la
visunlizacion de las particules ealéricas electrodensas de 10 nm
de didmetro, correapondienteas al oro cglaida! empleado como
marcador del conjugedo.

El canjunto de loa resultados obtenidos en la inmunoloealizacidn
B microseopis eloctrdnica, se encuentran resumides en la tabla
2WVII

FNASUINO WAL IAACIIEON L ANTHIENCG 5 ¥ LEL
ANTHGEND B BN LAS VESICLILAS PROLIFERAS

La distribucidn a nivel ultraestructural del Ag 5 ¥ del Ap B on
legas vemisulas praliferas os 1déntiee, eh concordancia con laz ob-
servaciones rgaliradas u nivel de microscopia dptica.

Amhbos gntigeneos se encuentran asociados a lu pared de 1a cavi-
ded guistica (membrana germinatival, ¥ no se ohaerva ningin
tnarcaje en los “detritus” que forman parte del contenide de
drta_

E]l marcaje se cbserva sohre la superficie externa de la pared
quistica, locelizdndase en la region conectiva o paragerminal
asociade especificamente n espacios no contrastados presentes
en esta repgidn (Fip 69). No se aprecia la presencia de ninguno
de los dos antigenos a nivel de ia regién germinativa de la pared
fquistica, encontrindosce tanta ol citoplonsma sincitial comao el
perinuelesnr v las gstructuras nuweleares librea de mareaje espect-
fico (Fig 65).
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Figura 69, Inmunolocalizacién de los antigencs parasitarios (Ag &6 y Ag B) en las vestculas proliferas. Antisuers Anti-
B. Barra 0,6 pm.
233
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INMUNOLOCALIZACION DEL ANTIGENO 5 Y DEL
ANTIGENG B EN LOS PROTOSCOLEX

Tanto el Ag 5 como el Ag B se localizan ultraestructuralmente en
los espacios intercelulares del parénguima parasitario, obser-
vaAndose una alta densidad de marcaje en areas sin contraste no
estructuradas (Fig 70), no asociadas con ninguna estructura
celular concreta, distribuidas por todo el parénquima.

En la figura 71 pueden verse varias areas electrontranslucidas
gituadas fuera de la membrana citoplasmsédtica de la célula colin-
dante.

Figora 70. Inmunclocalizacidn de los antigenos parasitarios (Ag 6 ¥ Ag B) en los protoscilex. A: antisuero Anti-5. B
antisuera Anti-B, Marcaje en areas intercelalares no contrastados del parénquima parasitario. Barra 0.2 pm
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Figura 71. Inmunolocalizacidn de los antigencs parasitarios (Ag B ¥ Ag B) en los protoscdlex. Antisgers
Anti-B. Cs: citoplasma sineitial, Cp: citoplasma perinuclear, m: misculos. Marcaje en areas no contras.
tadas intercolulares. Barra= 0.6 pm.

A nivel del sistema muscular, ninguna de las dos porciones
presentan marcaje especifico con ninguno de los dos antisueros
empleados, es por ello que la mayor intensidad de marcaje se ha
encontrado en una regidn pobre en estructuras musculares, como
lo es la regidn del soma v no la del esscdlex.

A nivel de los corptisculos calcdreos no se ha encontrado marcaje
especifico asociado ni a la matriz, ni a ninguna otra estructura
de la célula del corpusculo calcdreo, aungue si se ha observado
la presencia de marcaje especifico en espacios no contrastados
gituados en la periferia de la célula (Fig T2).
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RESULTADOS Inmunolocallzacidn

Figora 72. Inmunolocalizacidn de los antigenos parasitarios (Ag 5 ¥ Ag B) on loa
prnl.n-ndlex. Antisuero Anti-B. Porcidn de célula del corpidsculo caledreo. Barra: 0,5um.

En el sistema oemorregulador, no se observa, con ninguno de los
dos antisueros empleados, la presencia de marcaje a nivel de las
células flamigeras, aunque si se localiza el Ag-5 en la pared de
los tubulos excretores (Fig 73) v no el Ag-B (Fig 62), siendo esta
la Yinica diferencia observada en cuanto a la inmunolocalizacidn
de ambos antigenos en los protoscédlex. El Ag-5 se ha localizado
a nivel del citoplasma sincitial que da lugar a la pared de los
tiibulos colectores, ¥y a nivel de las microvellosidades que tapizan
su superficie luminal (Fig 73), pero no se ha observado en el
interior de la luz tubular, en donde tampoco ha sido localizado el

Ag-B.
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Figura 73, Inmunoclocalizecién del Ag-5 & nivel de un tdbulo colector. Barra: 0,2 pm.

INMUNOLOCALIZACION CON EL ANTISUERO ANTI
ANTIGENOS PARASITARIOS MAYORITARIOS

Al emplear en la inmunolocalizacién el antisuero poliespecifico
anti antigenos parasitarios (Anti-AgP) se observa, tal ¥ como
ocurria en la inmunolocalizacién por microscopia dptica, el reco-
nocimiento de un gran niimero de estructuras parasitarias, mayor
de lo gue corresponderia a la simple suma de la reactividad de
los dos antisueros monosspecificos.

A nivel de las vesiculas preliferas se observa marcaje en la pared
guistica v en los “detritus” gque forman parte del contenido (Fig
T4).

El Anti-AgP reconoce tanto la regidn germinativa como la regidon
conectiva de la pared de las vesiculas proliferas. En la regidén
conectiva, aungue el marcaje es algo disperso, se localiza
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Figura T4. Inmunolocalizacién a nivel de las vestculas proliferas con ol antisvere Anti-AgP. A, B v C: pared quistica.
D: contenido. Cs: citoplasma sincitial. Cp: citoplasma perinuclear. n: ndcleo. RC: regidn conectiva, Barra= 0,3 pm.,
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RESLULTADOS Inmunolocallzacidn

especificamente asociado a los espacios sin contraste presentes
en esta regidn, mientras gque el marcaje de la regién germinativa
se localiza, tanto en el citoplasma sincitial como en el perinuclear,
siendo reconocida incluso la estructura nuclear. Puede observar-
se una mayor densidad en el marcaje a nivel de la superficie
interna de la membrana germinativa (Fig T4).

A nivel de los protoscélex se observa un importante marcaje del
parénguima parasitario, siendo reconocidas la practica totalidad
de las estructuras en &l presentes, con la salvedad de las fibras
musculares y los miocitos que se encuentran libres de marcaje.

También el tegumento presenta marcaje especifico tanto a nival
del citoplasma sincitial como del perinuclear, aunque destaca
una mayor densidad en el marcaje a nivel de la superficie exter-
na del mismo (Fig 75).

Figura 76, Inmunolocaligacidn a nivel de los protescdlex con el antisuero Anti-AgP.
Porcidn del citoplasma sincitial del tegumento. m: microtriquias (superficie extorna).
Barra= 0.4 pm,
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RESULTADOS Inmunalcecallzachkin

La distribucion del marcgje a nivel del sistema osmorregulador
ea déntica a la descrita en la inmuncloceliraciin del Ag 5,
obpervéindese el reconoeimiente de la pared de las estructurns
tubulares ¥ egtando libre de marcaje la Tuz tubular ¥ las células
Aamigcras.

En los corpisculos ealcdrens el mareaje s¢ abmerva tanto a nivel

citoplasmidtico come 2 nivel de 1p matriz,

N TRO TS

La pustitucidn del primer anticucrpo por suers no inmune diluido
al 171000 et FBS-ovozlbdmina {econtrol de espocificided} o la
sustitucidn por tampdn diecran resultacdos completeamente negs-
tivos, o existiendo pues uniones inespecificas sntre los antisuergs
v el tejido.

Anti-5 Anti-B Anti-AgF
Vesiculas proliferas

membrann germineliva

regién gofminativa

citoplosmae sinctinl n ! +
citoploama perinuclear n n +

reEisn conectiva + + +

oon tonido n n -
Protoscilox

tEgLTen ba

glicocalix n )| -+

citoplasma distal n n +

eitoplasmi petinucleat n n +
pPRrénquims

celular porenguimalozas n n +

nreoy intereelulnres + + +
Fialema excretar

rnred talulos + mn +

uz tubular n T B

cflulaz Namigeras n n n
mulscul by n ul n
corpisculos calcdrecs n n *
gonchoa n n n

Tabla X¥II. Tnmmnolocalizacidn can bop antisucrog Anli-B, Anti-BE ¥ Anti-AgP en proloncdlex y westculas
prolifcres de E, granulosus de precedencin humano. Resuiiedow ablenldas por microbcupio clecirdnlea.
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DISCLUSIOM

I CARACTERIZACION DE LAS PROTRINAS [NMUMNMOGENICAS
DE F. granulosus

iI OBTENCION DE ANTISUEROS MONOESPECIFICGOS POR
INMUNIZACION EXPERIMENTAL DE CONEJGOS

ITT DESARROLILG DE PROTOSCOLEXY CULTINATOS IV VITRO,
PRODUCCION DE ANTIGENOS DE SECRECION-EXCRECION

IV ESTRUCTURA DE E, granulorus A NIVEL DE LA MICROSCOPLA
OPTICA ¥V ELECTROMNICA

YV INMUNOCLOCALIZACION DE LAS FRACCIONES ANTIGENICAS
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CARBACTERIZACION DE LAS PROTEINAS
INMUNOGENICAS DE_E. granulosus

El hombre ¥ cualguier otro hospedador intermediario de E, granulosus,
desde la invasion de la oncosfera v el periodo postencosferal hasta &l
desarralle de 1a hiddtide fértil ¥ la apericién de las formas
metacestddicons, estdn expuestns a una gFran voriedod de moléculas
potencialmente antigénicas derivadas del propio pardsito o modificadas
por c&te, frente a las cnales desarrollan una respuesta inmune especi-
fice tanto de tipo humoral como de Lipo celular (Rickard & Lightowlers
1986: Liphtowlers 1990 Gadea & Garcia-de-Lomos 19971,

La contriburidn de lg respuestn inmune a la destruceidn del pardsitn
una vezr establecido, o su papel en 2! contral de 1a reinfeecitn no esta
claro, ¥ Bunque in vitro ha sideo demostrada su capacidad protectora, in
vivo Bo ocarre asi, y 2e boarajan las posibilidades de que el pardsito
presente varios mecanismos de evasiftin, protecoidn o inclusoe supresion

de la respuesta inmune (Lightowlers 19580,

Independientemente del papel que pucda o no tener la respuesta inmu-
e en ol control de 1a hidatidosis, 1o que i comporta es la produccian
de anticuerpos espegificos gue, prescntes a4 niveles detectables en las
sueros de log pacientes afectos de hidatidosis, pueden tener una pran
impertanciz en el diggndstice serolégice de la infeccidon {Chordi & Kagan
1965, Pozrzugli, Piantelli, Perucci, ef of. 1975; Bhephord & MceManuxs
1988; Queralt, Madico, Mercader, ef al. 1989, Lightowlers 19390, Gadea,
& Garcig-de-Lomas 19291). De wodas formies, no todos legs pacientes
desarrollan anticuerpoes frente al pardsito (Rickard & Lightowlars 1086;
Lightowlers 1990) vy se han descrito reaceioncs cruzadas entre antigenos
de E. granulesus y suceres de pacientes afleclos de otras parasitosis
(Varela-Diaz, Eckert, Rousch, er 2f. 1877; CGottstein, Eckert & ey
1983 Mareos, Torres & Amaral 1384 Monzon, Coltarti & Varelg-Tliaz
1285; Larralde, Montoyu, Sciutle, of al. 198%9; Maddison, Slemenda,
Schantz, ¢f al. 1985 Queralt, Madico, Morcoder, ¢f al. 1889; Lightowlers
19903, osf como folsos posilivos asociodos o giertas patolopins orppdnicas
{Dar, Buhidma & Kidwai 1984: Hrzenjok, Parading, Roging, e al.
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10E5), Estos problemas de sensibilidad y especificidad limitgn lp apli-
cacidn de las Lécnicas de serodiagndstice y justifican profundizar en el
canarimients y caracterizacidn de las proteinas inmunogénicas de E,
granulosus, 1o gue puede lleger a permitir el reconocimiento de las
fregciones proteicas especie especifices v In elaborocidn de técnicos
inmunodiagndsticas suficientemente sensiblies gue permitan detectoar
los anticuverpos crontra ollas divigidos.

Los protosodlex, las membranoas quistieons yfo el liquide hidatidico de
fuistes estdriles o fértiles de difercntes hudspedes intermaediarios v de
diferentes localizaciones, han sido algunas de las fuchtes antigénicas
mas comunes utilizadas en el inmuncodiagndstico de la hidatidosis
(Dottoring & Tossi 1978, Rickard & Lightowlers 1286), Estudins compa-
rativog elaborados sobre aspectos cuonlitotivos y cunntitotivos de los
componenties antigdénicos de las diferentes fucntes, revelan uno mayor
concentracidn de pntigenos en les liguides hidatidicos precadoentes de
quistes fértiles, independientemente de la especie haspedadora de la
gque proccden (Bensted & Alkinsen I953; Harirvi, Schwabe & Koussa
1565}, aungue parcee 5or que los quistes ovines ¥ hbumanoa son los gque
pogeans uha mas alta concontrocidn de los antigenos 5 ¥ B (Muasiani,
Piantelli, Lauriala, 22 af. 1978). Como rogla gencral se acepta, que la
mejor fuente para la obteneldsn de antigeneos dtiles on el
inmunadiapndstico de la hidatidosis bumana, es €l liguide hidatidico
obtenido de gquistes fértiles de procedencia ovina (Porzucoli, Musiani,
Arru, ef af. 1872 Pozzuoli, Musiani, Arru, ef ai. 187 4; Pozzunti, Piantelli,
Ferucci, ef af. 1975; I} Felice, Pinid, Alferni & Vicari 1085; Shepherd &
MMehianu=s 1287a; Lighltowlers, Liu, Beralambous & Rickard 19589),

El periil proteico v anligénico de B granelosus, v en concreto 21 perfil
del liquide hidatidice va ha sido previamente cstudiade por miltiples
suteres ¥ mediante una gren variedad de metedolegias que incluyen
bdsicamente las btdcnicps de inmunoprecipitaecidén (HKagan & MNormaon
1961; Biguet, Capren, Tran Van Ky & D'Haussy 1962; Chordi & Kopgan
1965; Capron, Vernes & Biguet 1967, Gottstein, Eckert, Michael &
Thompson 1987), cromateprafia (Pezzuoli, Musiani, Arru, ¢ of. 1972;
Fozrzuoli, Musiani, Arra, of all 1874; FPozzueli, Fiantelli, FPerucei, of 2f.
1976; Piantelli, Pozzuoki, Arru & Musian 1977), electroforesis en peles
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de poliacrilamida (Di Feaelice Pini, AMerni & Vieari 1986; Shepherd &
MceManus 1987a; Coll, Muafiez, Queralt, ef af. 138%; Lightowlers, Lin,
Haralambous & Kickard 18989 e ispelectroenfogque (Kumaretilake 3¢
Thompszon 1384b), cntre otras.

El endlisis ¢lectroferdtico ha sido uno de los métodos mas ompliamente
empleados en el eatudio ¥ caracterizacisn de la compogicidn proteica ¥
entiFénico del liguido hidatidico, desteacondo de modo especial la
inmuneelectroforesis (IEF) {(Biguct, Capron, Tron Van Ky & D'Haussy
1962; Chordl & Kegan 1865; Capron, Vernes & Diguet 1967; Gottatein,
Eckert, Michagl & Thompsen 1987) ¥, de mas reciente incorporaeidn la
separacidn electroforética sobre peles de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sedio (SDE-PAGE) {Di Felice Pini, AfTerni & Vicor:
1986; Shepherd & MeManus 1957a; Coll, Mufioz, Queralt, e2 af. 15849;
Lightowlers, Liu, Haralambous & Rickard 1989), que consigue la sepa-
raciton de las diferentes fracciones proteieas en funecidn de su peso
molecular (PM) y permite su posterior transferencia # inmoavilizacidn a
membranas (electrobictting) sobre las que se puaeden aplicar tégnicas de
enzimoinmnocensayo (inmunoddal) (Tijsaen 1985),

Ye en 1961 Kppan £ Norman mediagnte téenicas de doble difusidn y en
1262 Biguet £t af. medinnte inmunoelectroforesis demaostraron en el
l{guide hidaetidico la presencia de alpunps antigenos que reaccicnaban
con antisucros dirigides contra proteinas del hospedador. En 1572,
Coltorti & Varela-Diaz demostraron la presencio de albiminn e
inmunoglabulings del hespedadsar en el enntenido guistice de hidatides
de diferentes procedenciuas, y encontraron que, aungue preschites £n
mas haja proporcidn, lg relagcidn entre ambas ne diferia
sipnificativamente de la relacidn gue presentaban estas en el sucre del
hospednador. Posteriarmente, fue demaostrada la presencian de la allirmina
¥ las inmunoplokulinas del hospedador a nivel de las membranas
guisticas (Coltarti & Varela-THaz 1974), ¥ asi mismoe pudos avidenciarse,
mediante el trasplante de vesiculas entre dilerentes hospedadores, g
ponoatracidn de estas proteinas 8 través de los membrenos guisticas
(Coltorti & Vorela-Diaz 19750,

En nuestra oxperiencig, 1o comparacidn del perfil olectroforético por
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SD5-PAGE deal liquido hidatidico com los perfiles electroforédticos de 1m
albiimina ¥ las inmunoglabulings proceaadses en lag miamas condicio-
nes, demuestra la presengis €n el contenido gquistice de unas proteinas
con idéntica movilidad relative o la observeda pare le slbdimina vy las
inmunoglebulinas,

L.a movilidad relative determinade pars la albumina, localiza a esta
proteina 4 nivel de Ia zone intermedina (£2) de los geles al 8% corgados
con liquide hidatidico, identificandose con una banda mayoritaria de 50
kD& gue tras ser gluida ¥y postericrmente reducida inerermenta en unos
10 kDa su PM, lo cual appays la identidad entre ssta preteina v la
glbtimina, en la gue el incremento de P esta justificado por la presen-
cia &#n estade nativo de 17 puentes disulfuro intracatenarios (Petors
19E5; Morel, Yarmush, Colten, &f af. 1988) gue, al ser destruidos por al
tratamiento con 2-Me dan lugar 8 un cambic en la estructura terciacia
de la proteina gue & traduce en ung movilidad relativa menogr ¥ supena
un falac numento en i Ph.

Las inmunogicbulinas =on prateinas de alte PM, gue en un gel al 8%
mipgran con dificultad ¥ 8¢ cncuentren muy cercanas gl pel apilador, 1o
que 5 corrcsponderia con las zonn F1 {120-160 kDa) de nuecstroz geles.
En puestra experiencia, la elucidn y reduceidn de la zona Z1 da lugar
a dos bandas protaicas con an PM de 55 ¥ 28 kDa, io gue s ndapta al
perfil acbservade para las inmunoglebulinas ¥ concurrda con la bose
concepiual del modelo béasico de una inmunoglobulina (Koitt, Brostoff &
BMalc 1986), correapandiendaose las dos handas con 1as cadenas pesadas
¥ los cedenas ligeras respectivamente.

Las diferentes caracleristicas fisico-quimicns do los compenentes mayo-
ritarios del liguide hidatidieo conferen o cada ano de ellos (glbdiming,
intnunaglebulinegs v antigenos porasitorios) unas propiedades porticu-
larez de salubilidad gue pueden permitic, en condiciones extremas de
rl1, malarided y/o concentracidn de sules, una precipitocisn selectiva y

un fraccionamicntg de In muaesira.
TOripl ef al. deseriben en 1971 uno scnctillo técnica de purificacitn

parcial del liguids hidatidieo, que aprovecha las caracteristicas fisico-
gquimicas de 1la albdming y las inmunoglobulinos parn seporarlas de los
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antigenos parasitarioy,

La aplicacidn de ig metodologia descritp por Oriol ef af. (1971) en
nuestiras muestras de liguide hidatidico, permiten evaluar las caracte-
riaticag {Isico-guimices de la repidn £1 ¥ de 18 bande de 60 kDa, las
cunles se adaptan perfectamente a las ohservadas por les autores parg
lns inmunoglobulinas ¥ 1o olbamina respectivaments, 1o que nos vieha
g reafirmar las chservaciones ya realizadas mediante SDS5-FPAGE.

Las presencia cn &) liguido hidaecvidico de antigenos parasito-especifices
va habin sido reflerencinda en la décadn de loz 60 (Kagen & IMNorman
1961; Bipuet, Capron, Tran ¥Yan Ky & D'Haoussy 15962, Cherdi & Kagen
1965; Capron, Vernes & Biguct 1967), obeervidndose, inicinlmente por
dobie difusitn y posteriormente por inmunoelectroforesis, la aparicidn
de varigs bandas de precipitacidn al enfruntar ¢! liguide hidstidico con
sueros de pacientes afectos de hidatidesis. Besde entonces, ¥ hasta la
actunlkidad, son muchos los trabajos que =c han publicade refecrentes a
la identificacidn ¥ caracsterizacidon de las proteinas inmunogénicas del
liguide hidat{dico (Kagan & Norman 1981; Biguet, Capron, Tran Van
My & D'Hpuasy 196%; Chordi & Hapan 1965; Capron, YVernes & Biguet
1867 ; Pozzunli, Musiani, Arru, ef af. 1972; FPozzuaoli, Musioni, Arrua, et
al. 1974: Porzuonli, Mantelli, Porueri, of ai. 19275 Fiantelli, Fozzuoli,
Arru & Musiani 18277 Kumaoratilake & Thompson 1884b; D Fetlice
Pini, Affecrni & Vieari 1986 Gotlstein, Eckert, Michael & Thompson
193% Shepherd & MeMapanus 1987a: Coll, Musios, Queralt, et al. 1985
Lightowlers, Liu, Haralambous & Rickard 1289, asi como los referen-
tes al papel gque pueden desempenar en el inmunadiagndstico de la
hidatidozsizs (Pozzueli, Musioni, Arru, ¢f af. 1274; Shepherd & MeManus
1987a; Coll, Mudez, Queralt, ¢f af. 19589 Grueralt, Madico, Mercader, ot
af. 19839 Maddisan, Slemenda, Schantz, e of. 1989; Lightowlers, Liu,
Haralombous & Rickard 198%), poro cni gencral s¢ aceptian coma mayo-
ritarios ¥ con gran utilided inmunodiagnastica dos antfpenos de estras-
ture lipoproteica, o los que se ha propueste denominar unificodomente
como anligenoe 5 {Ag 51 vy antigens B (Ag B) (Rickard & Lightowlers
1986).

En 1977 Piantelli ¢f af, purifican por precipilacidn o baja carga ionica
los antigenos mayoritarios del liguido hidaetidice, los separan por
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cromotogralfia e identifican mediante STXS3-PAGE las diferentes
subunidades los gntigenes 5 v B { pntigenos 4 ¥y & respectivamente,
eegun la nomenclatura de los putores), Di Felice ¢f af. obtienen en 1986
un anticuerpo monoclonal eapa:r de inmuneprecipitar al Ag 5, can 41
congiguen purificar la freecidn antipénics por cromatografia de afini-
dad, y la caracterizan mediante técnicas de SDE-PAGE e inmunoblot
(W-B} Shepherd & Mchianus cstudian en 1987 la inmuenorccactividad
de las difercntes subunidades de los antigenos 5 y B mediante téenicas
de inmunoprecipitacidn y W-B. En 1989 Laghtowlers ¢f of. abtienen
anticuerpos monoeclonales frente al Ag 5 vy al Ag B v caracterizan por
inmunoprecipitacion ¥y W-B las diferentes subunidades de ambos

antigenos, asi como su inmunpespecificidad.

En nuestra experiencig, después de eliminar par precipitacidn las pra-
teinas procedentes del hospedodor (falbdmina e inmunoglobulinas) (Oricl,
Williemk, Perez-Esandil & Oriol 1971; Querelt, Madieo, Morcader, et af.
1989), la caracterizacidn electroforética por SDS-FAGE de los compo-
nentes proteicos presentes en el liquido hidatidice demuestra la prosen-
cia de dos grupos proteicos mAayoritarios gue ae Aasocian 8 las =onas
definidas previemente como Z2 vy 23, en pmbas zones se chserva por W-
B 1l presencia de protefinas inmunerreactivas con los sueros de pacien-
tez pfectos de hidatidosiz, En 2 destacun dos bandes proteicas son an
PM de 68 v G ke ¥ en 73 trea bandas de 24, 16 v 8 kDe (Fig 265, El
hecho de gue la zona Z2 de lupar en condiciones de reducsidtn & una 5ola
banda proteica de 37 kIde hace presuponer 1a presencia de uno subunidod
comin pare las proteinas de 65 v §6 kDa,

Mediante la inmunmizecidn experimental de conejos con uno dnica ban-
da perteneciente s cada vno de los dos grupos proteicos mayoritaries
(65 kDo enn 22 v 16 kDa en £3}), ¢ obticnen antisucros qQuUc reéconocen
todas ¥ cada una de las bandasa gue foarman su correspondiente grupo,
o que demuesirg I comunidad antigénica existento entre tos proteinas
de 65 ¥ 56 kIra, esi como enitre las proteinas de 24, 16 y 8 kDa.

El estudic por IEF de estos antisueros svidencia la presoneia de reae-
ciones de identidad con ¢l arce 5 de Capron en el caso de los antisueros
gue reconocen las proteinas de 85 y 56 kDa, ¥ con el arca de mrecipita-
cion lormoado por el A B en el czso de los antigueros que reconocen Ins

D
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proteinas de 24, 16 y B kDa (Fig 30)

Corno eoneccuencia de log resultados previomente expucstos, el Ag B s8e
earpcteriza como una merela de dos poblaciones molecnlares de 65 vy 56
kDa, gue tras lg reduceidn dan lugar 2 una anica subunidad de 37 kDa,
lo gque concverda perfectamente con las ohaerveciones de i Felice ef al.
{18386 gque identifican al Ag & como dos bandas proteicas de 66 ¥ 56 kDa
en condiciones no reductoras, ¥ unek vnica banda de 329 kKDa an condi-
cioncs reduetoras. Sin embargo, las ebservaciones realizadas por atros
auteres jdentifican pl! Ag & native como une inica banda proteics de
entre 60 y 67 kTha (Piantelli, Pozzuch, Arre & Muasiani 1877, Shepherd
& hMechlanus 1987Ta, 1987h, 1988), que de lupar en condiciones reductoras
g des subunidsdes cuyos PR han sido estimados en 47 ¥y 20 kDa
(Piantelli, Perzuoli, Arru & Musiani 1977, 88 v 20 kDa {Shepherd &
MeManus 1987, 19570k, 1988} v 28 v 24 (Lightowlors, Liu, Harslombous
& Rickard 1283),

Las mfnimas difcrencias de uno o dog kDa, existentes entre nuestra
caracterizacion ¥ la de I Felice ¢t af. son atribuibles a2 1aa variaciones
inherentes a la téernien gue comportan una movilidad relativa variable
¥ oMo Sofsecusncia una variacidn en ¢l cileulo del PM eproximado,
miasntras gque el resto de discrepanecias deseritns son dificiles de expli-
car, pero podrian estar relacionadas con ¢l procesamichte previo de las
mueatras o can 1as pequelfias voriaciones melodoldgricas existentog en-
tre las diferentes caracterizaciones,

Aungue el A B esta presente en el liguido hidatidico en una concentra-
cidn 10 veces supericr ol Ag 5, ésto vdltimo es mucho mes inmunoreactivo
(Tozzueli, Piantalli, Perueci, o8 af. 1975). Asi, Pozzuali ot 2f. en 1975
encuentran gue los anticuerpos anti-Ag 5 estan proesentes en todos los
susros de pacientes inmunorreastives con hidatidosis confirmada (inde-
pendientemente de la teenica empleada), mientras gue ¢n un 10 % de
estos no ceonsiguen detectar onticuerpos nnti-Ag B, posteriormente
Shepherd & MeMaoanus (1987 abservan como tedes los sueros de suas
pacientes detectan, por W-B, 1a fraccidn antigdnica correspondiente ol
A B, tante en condiciones reduactoras gomoe o reductornos, y onomo on el
23 % de gus sueros neo pueden detectar los anticucrpoes dirvigidos contra
los componentes del Ag B, En un ¢estudice llevadoe a cabo en 1989 on el
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Center for Infectious DNseases do Atloanta (Maddizon, Slemenda, Schantsz,
er af. 1885), en ¢} gue con uno gran serie de suoros (215 sueros de
hidatidiosis confirmadas guirurgicomente) se compara por W-B la
inmunorrenctividad de las diferentes fracciones antipénicas, se concha-
y& que tan 3¢lo el 84 % de les hidatidosis presentan anticuerpos frente
al Ap 5, mientras que el 86 % {0 el 891 % en el caso de hidatidosis
hepdticas prequiridrgicas) presentan anticuerpos contra una bande de
E kDg, presumiblemente el componente de bajo pese molecular del
Ar B.

Auvngue alpunas de los prirmeras publicacioncs habian sonsiderade al
Ap 5 especifico de K. granufosus (Bout, Fruit & Capron 1974), eatudics
postcriores han demestrado la presencia de anticuerpos antli-Ag 5 en el
gucro de pacientes afeclas de otras cestodiasis, ¢ ineluse co pacientes
cor otras patologias {Varela-Diaz, Eckert, Rausch, et 2f. 1977; Shephard
& McManus 1987a; Lightowlers, Lia, Haralambous & Rickard 15859;
SGueralt, Madico, Mercader, ¢f al, 19883; Laghtewlers 1930}, a modo de
ejemplo, Maddisen ¢ af. (19589} detectaron reacciones eruzadas en 23 de
lga 266 zueras estudiadoes de pacientes afectos de ciaticercosia, ¥y en an TH
7 dio los 205 sueros gue seleccionaron por proceder de pacientes gfactos
de otras parasitosis o gon otras patclegias guoe Frecuentemente son
confundidos con la hidatidesis.

Medignte anticuerpos monoclonales, se ha demostrado la presencia de
epitopoes fasforilealina (PC) en la molécula del Ag 5 {(Shepherd &
MehMenus 198748 Liphtowlers, Liu, Haralambous & Rickard 1939), o
qu justificaria en gran parte lg reactividad cerozada que presenta cste
antipeno con las ofras parasitesis, puesto gque la PC es5 un epitopo muy
comyin cn los antipenos de otros helmmintos v algunos protozoos.

La mayor especificidad del Ay B ya habia sido apuntads cn 1975 por
Pozzuoli et a!,, ertor avutores, empleunds ontigenos purificados en la
aplicacidn de diferentes técnicns serodiagindsticas, encontraban gque al
menor porcentuje de Telsos positivos se daba 2]l emplesr A B purifico-
de. Posteriormente, o1 1987, Shepherd & MeManus consideran ¢l Ag B
especifice de E. grarciosus, pues oplicando tdcnicas de
inmunoprecipitocidn no observan reactividad enlre €l Ap B ¥ sus pools
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di sueros de pacientes con otras parasitosis (un poo! de sucros de 4
pacicntes con hidatidosis alveolar (E. muliifocuiariz) ¥ otro de 2 pacien-
tes con pisticercosis (7. golium)), Experiencias posteriores emplecande
sugros Individuaslizados ¥ en mayer nuamero gue los empleados por
Shepherd & MebManus demuestiran incquivocamente gue el Ag B no es
especifico de E grenuwlosus (Lightowlers, Liu, Haralambeus & Rickard
1989 Maoddison, Slemends, Schantz, et af. 19858), gungue posibhlemente
&1 S€0 un ahtigeng genern especifice, apoyando exta ltima posibilidad
destaca la expericncia de Moddison ef af. en la que se dotectan
anticucrpos frente al A B en el 39 % de los sueras de pacientes
infectados por &, muliflocuwiaris ¥ en el 100 %% de los infcetados por E.
vogeli. pero on ningune de los 205 suerns acleccionados como controles,
entre los que destacan 26 eisticercosis.

En este trabajo, para completar la caracterizagidn de las preoteinas
inmunogénicas de E, grannlosus, se ho estudiado por W-B la reactividad
que preschiltan las diferentes frocciones anligénicas frente 2 sueros de
pacicntes afecrtos de hidatidozis, donantes sanes ¥y poacientes con otras
parasitesis. Duranle el esiudio, se ha ochservoade la presencia de
anticuerpos anti-Ap 5§ en todoes los pacientes afecteos da hidatidasis (100
%) ¥y anticuerpos anti-Ag B en tan solo el 68 % de e=llos. Mo se han
detectado anticuerpos especificos frente a estos antigenes en ningunao
de los 25 suerns de donantes sanos, ¥ tan sole se han detectado reaccia-
nes cruzadas en un 18 % de los sucros de pacientes afectos de otros
parasitosis, los cunlez presentaban reccetividod frente al polipéptido de
G5 kDA {Apg 5). Estos resultados ne difieren mucheo de Ios ebtenidos por
la mayoria de les autores previamente eitodos, coineidiendo on delinir
al Ag B romo mas espegifico ¥ al Ag 5 commo mas sensible.

Tan solo destuecar de nuestra experiencia ln inmunorreactividod obser-
viada cont la bands de 85 kDa, gue es reoonioeida por todos 1os sueros do
enfermos afectos de hidetidasis ¥ no por las sucros de donantes sangs
ni por les de los pacientes nfectos de otras parasitosis (sensibilidad »
especificidad del 100 %3, Trabajos raglizndos por otros autoeres revelagn
la presencia de plpunos bandes: inmunoreactivas en la zons de Blto peso
moleculnr (Shephierd & Melianans 195878; CGottstein, Eckert, Michael &
Thompaon 1987; Lirhlowlers, Liu, Haralambous & Rickard I198%9;
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Maoddison, Slemenda, Schente, ef of. 1989), poro e518s bondas se abasgr-
van cn una baja preporcidn de los suecros estudiados, y oo ningan coso
e han considerade 1itileg en el serodiapgnostico de 1a hidatidosis. El
porque de la constante intfmunorrcactividad de los suerns frente g estn
banda de 85 kDa no ha podide ser aclarado. pero en la explicacidn
pedrien intervenir los factorez previamente sefialaedos referentes a
variaciones moetodeldgicas vy la posibhilidad de una diferente expresion
antipénica de las cepas de E, grorbsloyus de nuestrz firea geogrdfica de
gctuacidn. Diferencins antigénicas intrzespecificas ya han sido demos-
tradas por otros sutores e otras areas (Thompson 1988), estudiando la
inmunorreactividad frente s ligquoidos hidatidicos de diferentes
hospedadores ((Gottetein, Beckert, Michael & Thompson 1887), estudian-
do la respuestn inmuoane do los mismoes hospedadores infectados por
difcrentes cepas de E. groanwlosus (Lightowlors, Rickard, Honey, ef al.
1954) ¢ mediante inmunizgeiin cxpgrimental de conejos cen liquidos
hidatidicos de diferentes procedencins (Shepherd & McoManus 1987a).
En Espnfia sc¢ ho demosirado, mediante la aplicacién de taenicazs de
biclogia molecular, 1a presencia de varias cepas de £, granulosus (Cues-
to-Bandero, McehManus & Hishi 1988), v aungue no edisten cvidencias
claromentc documentadas de posibles variaciones antigénicas
introespecificas, si se hen descerito variaciones googridficas en cuantoe a
la prevalencia de £ granuiosus en cl hospedador definitive ¥ en dife-
rentes hospedadores intermediarios, do tal mods gue en la Espane suar
los hospedadores intermedinrios son predominantementes las cabras, en
cl norte ¥ norocste caballos: v en o zona centro, noreste ¥ oeste 12 ovejn
(Cucsta-Bandera, MeMManues & Kishi 1938],

La caracterizacidn de estsn bandn de 85 kDo no ha podido, haosta el
momernto, ser realizada, conocliendose tan sclo gque estn presente cn el
lHguidoe hidotidico, quo precipitae &) ser £3t€ dializado frente o tampan
acetatoe de baja fucrze iohico ¥ ho en Lratamicntos con aulfato de emonio
al 40%, que 1o se shserva en los geles tenidos con azul Coomassie ¥y guc
tras el tratamiente con 2-mercuploetanol al 5 %% pierde su reactividad
o modifien su pesa molecular. Bl heche de noe observar en condiciones
roductoras ninguna handa inmunorrecetiva diferente a lns doseritas
pora los anligenos § vy B, hace presupener gque la banda de 85 kDa es
una forma poeliméricn de oz subunidades de estor antigonos meyorita-
rips, presumiblemente el Ap 5, pues ez o) gue modifica su reactividod
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tras ¢ tratamicnto con Z-mercaptoetonol.

El resto de resultados concernientes a la sensihilidad y eapecificidad de
lns dilerentes frocciones antigénicaos ne serdn discutidos debide a lo
limmitads de la muestre de sucres estudiados va gue ] estudio de la
réspuesta inmune ng es ung de los ehjetivos de esta tesis.
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OBTENCION DE ANTISUERQOS
MONOESPECIFICOS POR INMUNIZACION
EXPERIMENTAL DE CONIEJOS

i

L.os entisuercs especificos frente 8 un determinade antigeno puseden ser
de origen monoclonal o policlonal. Conocidas son las ventnjas e incone-
venientes de cada uno de ellos.

=1 bien es cierto que el emples de anticuerpos manaclonales reduce, en
parte, la prescncia de reacciones cruzidas ¥ gquo estosE poseen una
alinidad » especificidad constante poarn un determinade antigens, su
produceidn e: laboriosa v costosa ¥, suelen ser mas sensgibles 5 la
inactivacidn por camhbios fisicos o quimicos,

La seleccidn de unos u otros estd condicienades por varios facitores. For
un lada, en Jos anticuerpos policlanales la existencia de distintas
subpoblasiones de anticuerpoes con diferentes prados de afinidad por 21
antigeno permite, mediante incebaciones repetidas ¢ prolongoadas, re-
emplazar los anticuerpos de baja afinidad per los de alta afinidad,
inerementindoss asi la seensibilidad. Por otro lode, el grads de parezz
de los antigenos de los que se digpone para ln inmunizacidn de animales
de cxzperimentacion cg de suma importancia, siendo imprescindible, en
2]l caso de los antisueres policlonales, disponer de antipencs son el
mayor gradoe de purezn posible,

La electroforesis en SDE-PAGE, como tfenica de separvacidn de los
diferentes componenles polipeptidicos de uwha mezcla antigénica parala
ochtencisn de buenos antisueros policlonzales monoespecifieos, yo hahbia
side empleada con anterioridad por diferentes autores (Moendel-Hartvig
15882; Boulard & Lecroisey 1982; Marshall, Pongparit & Kaufman 1987),
Las experiencios de Boulard & Lecroisey en 1982 domuestran, gque la
acrilomida del gel] o2 guimicoments inerte ¥ no induce por si misma
respueata inmune en los conejos, gue la actividad antigénica de las
proteinas permancece intactn npun despuda de haber sido tenidas can
azul Coomassic o nepra amide, que la desnaturalizaciom de las protei-
nas por ¢l S8 v su presencia on ¢l pel no slteron 1o respuesta inmune,
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¥ que peor tanto para la obteneidn de buenoy inmunegenos no €8 nece-
saria Ia elucidn de las proteinas o compenentes polipeptidicos separa-
dos por SDS-PAGE, Une de las limitaciones de esta técnica viene deda
por la sensibilidad de las tinciones proteicos, siendo imposible delectar
la exiztencia de otres proteinas contominontes presentes en cantidad
inferier gl limite de deteccidn de la tincidn, &si como loa de obtencr
anticuerpos {rente a epitopos conformacicvnales (Tijssen 1985).

En nuestra experiencia, mediante téenicas de precipitocidn a boja car-
Fa ionica (Ovial, Williams, Perez-Ezandi & Orial 12712 8¢ han podido
purificar los antipeno: parasitarics mayoritacios del ligeide hidatidico
LA 6 v Ar BY, v caracterizado par SD3-PAGE sus diferentes companern-
tes polipeptidicos, los cugles unu vez tenidos con azul Coomassie se hen
recartade de los geles ¥ emulsionado en adyuvante completo de Freund
para ser empleados coma inmunopenes en lainoculacidon de animales de

experimentacion.

El emplen de SDS en 1a caracterizacidn de los antigenos ¥ en el procoso
de obiencidn de los inmunogenos compoerie la desnaturalizacidn del
antipeno native, con o gue parte de Iozs anticuerpos obtenidos pueden
gor muy alines a lg proteina desnataralizuda pero incapaces de recono-
cor la presentacidn de dsta en los tejidos, De modo similor, en el procezo
de fijacidn de los tejidos, los antigenes o algunos de sus epitopos pueden
ser modificades por la accidn de las fijadores o en los prelratamientos.
La posibilidad de falsos negativos debido a las causas mencionadas sc
cbvian en gran parte con el emplec de antisuergs policlonales, los
cufles gon coapacas de reconocer Mas de un epitopo del mismo antigenao.

En nuestra gxperiencia, la inmunizarcidn de concjos con polipéptidos
separadas por SOS5-PAGE, ha sideo una téfenica cfectiva gque nog ha
permitido un pran rendimiento on lao oblencidén de antisuercs con un
alto prado de especificidad frente g 11;?5 antipgenos selecclonodos (Ag 5 y

Ar BY ¥ en un pericdn de tiempo relativamentoe corto.

Aunque e5 imposible comprobar gque un onticuerpe no Ceacciona
cruzrdamente con ninguna otra proteino, ¢l inmunoblot es una de las
técnicas mas sensibkles habitualmonte cmpleadas en el cstudio de las
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reacciones eéruzadas, ¥ 24y practica roewveld tan sole la presencia de
anticuerpos frente a lo albaming en los antisucroes dirigides contra el
Ag 5.

Debide a gue los contaminantes del liguidoe hidatidies son proteinas
procedentes del hospedadoer (Coltort] & Varela-Diaz 1972, 1974, 1976 ),
la sensibilizecién de vna columnoa con suvere de oveja ¥ €l pase del
antisuero & troavés de csta, consipuid climinar los anticuerpos contami-
nantos {anti-albvming) ¥ por tanto la monocespeeificidad del antisuero
anti-Ag 5.

IIn las experiencias previns sohre inmunolocalizacidén de los antipenos
mavoritarios de E. granulosus (Yarcabal, Dupas, Bout & Capren 1976;
YWarzabal, Dupns, Boat, o af. 1977 Rickord, Davies, Bout & Smyth
1977; Davies, Rickard, Bout & Smylh 15978), los antisueras fueren
chtenidos por inmunizacidn experimental de conejos con cada uno de
los complejos anticénicos mayoritarios parcialmente purificados. Tras
una inmunaoelectroforezis bidimensicenal, los antisuerns anti-Ag 5 se
chiuvieron mediante lo inmunizgacisn con I porcicn del pel en 1o que a&
sitvia el arco de precipitacicn del Ag 5 {Boat, Fruait & Capron 1974} Los
antirueros anti-Ag B ge obtuvicron a partir de la inmunizacidn con
liguide hidatidieo hervidoe {Yaorcabal, Dupaos, Bout, of af. 1977). Poste-
riormente, se consipuid la monocspecificidnd de estos antisueros tras la
absorcidn con sueros procedentes el hospedador ¥ antigenos heterdlogas,
controlandose esta monoespecificidad mediante técnicas de doble difu-
gidn, clectroforesis bidimensional ¢ inmunoelegtroforesis,

Aungue la limitacian inicial gue puede suponer la obtencion de antisveros
a parlir de antigenos parcialmente purificado= puede 3er solventedo
meodiante 1a aplicacion de técnicas de puarificacidn gque permitan elimti-
nar les anticaoerpos contaminantes, csle procesc €8 lavrpo ¥ nuneg &3
completa la seguridad de una buena purificactdn. Ademids, las técnicas
tle inmunedifusidén ¢ inmunoclectrolforesis, achguae ban 2ide muy em-
pleadas en g! estudic de la especificidad de los anticucrpos, solo reco-
nocen antipenos procipitantes y tienen uwhna sensibilidad inferior 2 cual-
gquiera de las téenicas pplicndas hebitualmente en inmuenchistoguimicao.

En £l presente irabajo, ¢l emples de antipenos purifieades cn Ia

ot H
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inmunizacidn de los animales de cxperimentocion ¥ ia aplicoeidn de
téenicas cromatograficas para la purificacidn de los anticucrpos contn-
minantes, ha permitido la ohtencidn de antisueros monaespeeificos gque
regonocen por técnicas de fnmunoblol exclusivamente las frecriones
proteicas del liguide hidatidieo correspondientes a cads vwno de los doa
antigenos parasilarios mayoritarios (Ag & ¥ Ag B, siendo reconocidas
lox polipéptidos de 65 ¥ 56 EDa on ¢! caso del anti-Ag &5, v los de 83, 16
¥ 24 kDa en el caso del anti-Ap B (Fig 310,
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DESARROLLO DE PROTOSCOLEX CULTI-
VADOS IN VITRO, PRODUCCION DE

ANTIGENOS DE SECRECION-EXCRECION

[.os primeros ensayos del cultivo £n viftro de protoscdlex fueron realiza-
dos a principios de siglo por DévE (18901, 1802} pevo sin embarge, estos
primeras oexperiencias fueron un fracaso ¥ nio es, hasta iniciada la
década de Ios 60, el momente on gue con Smyth (Smyth 196827 sc
proepgresa realmente en el cultive in vitre de los formas lurvarias de
slpunaos cestodos ¥ en particular de E, grarufosups. Desdes entonces ¥
haste la actualidod, san multiples los avances gue se han logradeo
reflerentes ol cultivo in vitro de protoscdlex de E, granuiosus ¥ muchas
los circunstancias para los gue ha side aplicedo (Tlowell 1886, Casado
19915L),

En 1952, Smyth consigue mantener protoscdlex de B, gronulpsuy en on
maedio axénico, ¥ obhserva ol desarralle in witro de pequefias formaciones
guisticas. Posleriormente, YWebater & Cameron (1263) coneignen £l
desarcello in viftre de algunas fermaos segmentadas de E muftilocularis,
¥ Smith (1967) describe como ¢! empleos de diferentes medios puede
conteguir &l desarrollo in vitrg de proloscdlex de E. granuvlosus va sca
en direccién guistica o estrobilar.

Estudios posteriores han consepguide el desarrollo in vitro de oncosferas
de E. granulosus (Heath & Bmyth 1970; Harris, Heath, Lawrence &
Shaw 1983} y ] mantchimichte de microguistes (Taylor, borris,
Ficharda 1989a; Brasa, Cosado, Perez, ¢t af. 1891: Casado, Brosa,
Perez, et af. 1991g). Mds rocientemente se ho logrado el cultivo in witro
de lineas celulares de oripen parasitorio, yo sen procedentes de
granulosus (Fiori, Manaco, Seappaticel, ¢ af. 1988; Flowell & Matthaei
1988 o de E. multilocudariz (Diechmann & Frank 1988, Furuya 1591),
v de liness hibridas con un origen mixto parasitaric ¥ tumoral
{Dieckmann-Schuppert, Ruppel, Burger & Frank 1939).

El cultivo in vitre de E. granulosus permite ol estudio de los pardsitos
eliminanda lons posibles interferencias derivedas de 12 eomplojidad de
los tejidoea del hospedadaor, ¥ aungue hisicamente ha sido empleado en
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cstudios de morfogénesis /o histogdnesis (Smyth 1967, Heath & Osborn
1976; Richards, Arme & Bridges 1983; Rogan & Richards 1986a;
Macpherson & Smyth 19585; Rodripuez-Cagheiro & Casado 1988, Cosa-
do & Rodripguez-Caabeire 19595 Ponce & Cuesta 1991), tambidcn permi-
te evaluar la nutricidn, Nsiclogio ¥ boguimiea parasitariez (Howall
1986, MehManue & Bryant 1988), asi como ciertns aspectos de la relacidn
hutsped-pardsito (Howell 1986 Heoth 1986 Redrigues-Capbeirs, Co-
sade & Jimenez 1989a).

For otrg lgda, con lg aparicidn de ruevos antihelminticos, 2] cultive {n
vitro ha sido ampliamente empleade para valorar indices de supervi-
vencin de protoscédlex a diferentes niveles terapéuticos {(Morris, Richards
& Chinnery 1586, Morris, Toaylor, Daniels & Richards 1937; Toaylor,
Morriz & Richards 1988 Rodrigucz-Coabeire, Casada & Juarez-FPelaoz
19B9b; Tayler, MNorris, Richurds 1989a; Brasa, Casade, Perez, ef af.
1891) ¥ las pHteraciones estructurales tras la gquimicterapia (Richards,
Morriz, Danicels & Riley 1988; Casado, Bedriguer-Coabeivn, Jimeneg, of
af. 1989b). También, olpunos autores, ante la dificultad de la obtencidn
de los antigenos hidatidicos brutos ¥ la presencia en éstos de proteinas
contaminantes, han empleado los sobrenadantes del cultivo {r vftro de
protoscilex como Tuente de obtencidn de antigenos de secrecidn-excrecidn
{Ris, Hameal & Mackle 1987; Aver, Flermentin & Aspeck 1988; Gasser,
Lightowlers & Rickard 1359,

En los estuadios iniciados por Smyth {1962, 1957) sobre el cultive de
protosedlex de E. granulosus en direceldn guaistica, ¥a sc haobia observn-
do la aparicidn de vesiculas en o] polo posterior Jde los protoscdlex, 1a
vesiculizacidn de éstas y la posterior aparicidn de vesfeulas libres com-
rletamente envueltes por una membrana laminar, estudies posteriaras
han corroborado cstas chaervaciones ¥ las han ampliade estudiando el
process de vesiculizacidn en diferentes medias de cultive v dilerentes
condicioncs de incubocidén (Heath & Osborn 1976; Rogan & Richaerds
1586n; Rodriguez-Canbeiro & Caszdo 1988; Casndp & Hodnigoez-
Conabeiro 19890 Casado 1921b),

Heath & Osborn en 1376 sugieren gue las vesiculas del pelo posterior
pucden ser debidas a uan proceso de hidropesiz osmdticn derivado de
unia lesidn del tegomento originada durante el proceso de digestidgn
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enzimatica; postericrmente Ropoan & Hichords (13860), contradiciendo
laa resultados previos, suponen €] oripen de estas vesiculas en los restos
del pedicule de unidn gque existia cntre protosedlex ¥ vesicuta, Estudios
estructurales sobre ¢l desgrrollo in vitre de E. granulosus {Rodriguez-
Capnbeire & Cnsado 1388, Caszade & Rodriguez-Caahbeire 198%a), de-
mucecstran lo desaparicidon de coalgaier resto del podiculoe teas los trata-
mientns enzimritices, ¥y unha pltrasestructura de las vesitulas del polo
posterior idéntica a la descrita para Ia membrana germinativa, obaer-
vAndeoee incluso clusfers (o acumuloz) celularez en el interior de la
cavidad (Cesado 1921b),

Mucstras cbheervaciones coneuerdan con los de c2tos Gltimos trabajos on
el hecho de abservar g presencin de scumules selulares en el interior
de la luz de lag vesiculas postericeres (Fig 38}, dichos acumulas, presen-
tann une disposicidn morfoldgica muay similar a ln observada por otros
asutares g¢n ias fases iniciales de desarrollo de los protasedlex (Rogon &
Richards 1987), pero en ningun cazo hemes conseguido mantener los
cultivos viables el paericdo de ticmpo zuficiente come para confirmar o
desmentic c2ta hipdtesis,

El cripen de formaciones guisticas a partir de la vesisulizacidn de los
protosadlex es un hecho generalmente aceptado (Smyth 1962, 1967
Henth & Oszborn 1276, Rogon & Richards 19360 Rodripuez- Caabeiro &
Cosade 1988; Casadoe & Rodrigucs-Coabeire 19890), ¥ gue en nuestra
cxperiencia ha podido ser comprobado observindose una vesiculizacidn
progresiva de los protoscdlex gue finaliza €n la formacion de una cavi-
dad gquistica delimitada por uvna membrana gnica (Fig 36).

Lia obacrvecion de la aposicisn externa o modo de caRpas concéntrions de
un material amorfo con agrepgndos clectrodensos, ha s5ide relacionada
con la Tormecidn in vitra de membrana lominor, abservada tanta & nival
de vasiculas provsedentes de lo vesiculizacidn de un protosedlex (Heath
& Osborn 1976 Rogan & Richards 1986a) como a nivel de las vesiculas
del pole postariar (Smyth 1982, 19267 Casndo & Rodriguez-Caaheiro
1989a;. En nuestra expericiicia ne sc ha podido evidenciar en ninguna
de lox cultivoes la formacidn de una membrana laminar envoelviendn
algunas de los formaociones guistieas (Fig. 36, 37, 38 y 39). Le corencia
de paloctoso e ¢! medio empleads para ol cultive in wifro de los

AL}
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protoacdlex (MEM) podreia ser una justificaeidn a esta ausencin de
membrana laminar, hechoe va demostrade por otros autores (Smyvih
1267: Brudnjak, Cvetnic & Wikerhauser 1970}, aungue también podria
infAuir la folta de suere bovino Fetal &n el medio de cultive empleade &n
nuestra experiencia.

Ec genernl se acepts, pary los antigenes mayvoritarios de K, granulosus
(Ag & v Ag B), un origen sccorofor-excrotor (Shepherd & Moblanus
1987k}. Es por allo, gue ante la dificaltad de obteneidn de antigenes
purog lihres de senlaminantes procedentes del bhospedador, diversos
autores se han planteando el estudio de los componentes antigénicos
priésentes en los sobrenadontes de los cultivoa de protoscdlex, asi como
g1 posible utilidead en la elaboracian de nuevas pruchas diagndsticas,
En 18587, Riz ef @/, emplean compenentes palipeptidices obtenidos del
sobrenadante de cultives de protoscslex, para elaborar ung prueba de
ELISA con ecicrta utilidad ¢n el serodiagnastico de 1a hidoatidosis ovino.
En 19588, Auer ¢f af., ampleands eomo antigeno el precipitado de los
madios ge cualtive de E mufiifoectoris, desarrollan una téenica de
inmuneblet que les permite discriminar entre la infestacidén humana
por & groanilosus v la producidn poer E. multfiocuigris, GRsser et al,
(1289) chservan ecome porros infectados con £ granafosis reconnoen
ezpecificomente alpunos de los componentes proteicos recuperadoes del
medio de cultive i el gque sc¢ han mantenido los protoscdlex de E.
Franiilosus,

En nuestra experiencia, sr han recuperado ¥ concentrado los
sobrenadanies de diferentes eultivos, procezado por separadoe las mues-
tras con diferentes grados de desarrolle de las protosedlex, y estudiade
medionte analisis electroforético o inmunoldpico {va sea por inmunobiat
o por dof &lot), no habicndose podido demostrar o presecncia de los
antipenos mavoritarios de E granulosus (Ag & y Ap B) Este hecho no
desearta lo posibilidad de gque estos anligenos havan sido sccretados &1
medie de sulliva, ya que es posible que se hayvn trabajado por defecto,
pero tampoco pearmito reafirmar ol posible origen sseretor-exeretor de
dichoz antfgenos en contra de un posible origen lilico de los protescdlex
ain la intervencion de procesos de secrecisn activa.

ol
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ESTRUCTURA DE E. granulosus A NIVEL
DE MICROSCOFPIA OPTICA Y ELECTRONE-
CA

En nuratres resultades, a nivel de la microsecopia optica y con el emplec
de colovantes acidéfilas, se ha podido evidenciar la presencia de nGclens
ern la memhbhrana germinativa (Fig 44) » la pusencia de éstos en la
membrang laminar (Fig 413, ¥ mediante 1a microscopia electranice e
ha abservado esta membrana germinativo vrganizada en ana regidn
propiamente germingl en intime contacto con otra comectiveg, En 1a
regidn germingl =e ha diferenciada un eitoplasma distal en sincitio gquse
comunica B través de puentea citoplasmdticos con la repgion
citopiEsmiiticn perinuclear gue engloba B oz nlicleas ¥ resto de orpanelos
(Figs 52A, 52B, 63A v 53B).

D¢ hecho, el compenente celatar de 1a pared de los guistes hidatidicos
¢s ya bien conocido desde 1931, cunndo Coutelen (1931, 1938) demues-
tra la presencia de nvcleos ¥ diversos tipozs celulares g nivel de la
membrana germinativa. Estedios posteriores de Kilejian of af. {Kilejian,
Echinazi & Schwebe 1261) confirman este hallozgoe vy demuestran me-
diants técnicas histoguimicas la presencin de ADN a nivel de los nti-
¢leos de esta membrana, Perg no es hasta 1987 cuande, pracias a los
trabajos de microscopia electrdnica realizados por Moeorseth, se descnbe
la estructuracién de esta memhbrana en lorma de singitio, tal ¥ somo se
conoce ¢n la actualidad ¥ se ha comprobedo en este trabajo.

Le membranag lzaminar es bdsicamentes an complejo de proteings ¥
oliposaciridos {Falactosa, galactosaming ¥ glucosaminn} (Kilejian &
Schwahe 1971 gue mantiene 1a agtructura gquistica de In hidsatide ¥ gue
pesiblemente dezempefia algun otro papel en la bieologin del pardsito
como podrio ser ¢l de barrera inmuneligica (Coltorti & Varela-Dinz
1974; Richards, Arme & Bridpges 1883, Thompson 1588),

Ultrpestracturolments, la membrana laminar se ohserva formada por
unp matriz micrefibrilar con agregades de material electrodenso
{Morseth 1967), rices en caleio, a los que se les ha atribuide un papel
anticomplementaric similar al de los corpdsculos caledreos de los
protoscéiex (Ropan & Richurds 19589). La diferente compactacion de
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estes dos compenentes (matriz ¥ apgregados electrodensos) da lupar a
las laminaciones (Richards, Arme & Bridges 1983}, visibles a migcroscapia
aptica y que en rnuestra gxperiencia han sido especinlmente evidencia-
das mediante ¢l empler de tincioncs tricrdémicas, ¥ en especial con Ia
tincién de Papanicoleou (Fig 41

Aunhngue, efn estudios de diferenciacidén gquistica de protascilex de E,
granufosus realiredos iz tug, se he ohservado como antes de la apari-
cittn de lp membrang laminer se produce alrededor del tepumento vn
acimule de edélulas del hospedzdor degeneradas {Regan & Richards
1989), la matriz microfibrilar de la membrana laminer se ha relaciona-
do ultraestructuralmente at contenidoe de alpunes vacuolas de la moem-
brano germinativa (Richards, Arme & Bridpes 19831, » cl material
clectrodenso e cree ihiciade en Ja Hberacion de las llamadas vesicnlas
“(37 del tepumente, originedes presumtblements= en el complejo de Golpe
(Rogon & Hichards 1985}

La llamada membrana odventicia se corresponde con una edpsula Gbrosa
tdesarrollada por el hoaspedador, que engloba totalmente ta farmacién
gquistica, ¥ gque es producte de la respuestn inflamatoria gque se desen.
cadena o nivel tisular tras los primeras fazes del deszvrolle post-
ancosferal {5lais & Venek 1980; Thompson 1885, LA repccidn fibrosa,
sc demuestra, eon nuestra expericneia, modiante ¢l empleos de tinciones
triccdmicas que bonat en evideneia la presencia de nomeroszsas fibres de
coldpeno, al mismae tiempe gue permiten visualizar una importonte
reaccitinn linfomenacilaria vn la zoha mas perifaricn (Fig 423

A nivel de los protoscdlex, se pueden distinpuir dos regicones claramente
diferenciadas: e repisn del escalex v g remian de) some (Fip 6), Ambas
regiones estan delimitadas por un tepumento, la repion del esedlex esta
ccupada por cuntre ventoses ¥ un rostele armadoe, ¥ 1a repién del soma
ezta ocupeda bdasicamente por les células del parénguima, los corpas-
culos caledrens ¥ el sistemo osmorremulodor,

Aungue, a principios de la déendsa de los 60 todavia se eonsidevoba que
los cestodos vy trematodos estaban recubiertos por una “ecuticula®
cecrotadn por el pardéngquima al cual envaelven, los primeros cstadios
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reelizados sobre la vltraestructura de estoa cubierte externie (Threadgzold
1962) demostraron que esta falsa “cuticula™ era un tejido vivo delimi.
tade por une moembrana citoplasmaditica, poer 1o gque se edepid pora su
mencidn el términog de Legumentn.

En el caso de los protesedlex de E. gronufosus, la orgamizacidn bdsica
de estr tegumente quede reflejada en los trabajos de ultracstractura
llevadas s caboe por Morseth en 1967, aungue son mualtiples las aporcta-
ciones paosteriores con las gque se han complementado sus esatudios
{Lumsden & Hildreth 1283; Conder, Murchiondo, Williams & Andersan
19E83; McManus & DBorret 1985; Hogan & Richards 1986h, 19587, 19849),

En ésta experiencia, 'la marcada acidofilia del tepumento, demostrada
mediante la chsarvacidn 8 microscopin dptica de preparaciones tefidas
por diferentes metodelogias (Fig 47), hace gue éste sea fAcilmente
distinguible de entre el reste de estruckturas parasitarias. El tegumento
delimita completamente al pardsite ¥ se ocbserva recubiertn de ana fina
capa PAS pozitiva (Fig 459), que se tifie [iperamente con el azral aleiogn
{Fig 49 vy retiene sales de plota (Fig 43). Estas caracteristicas se
corresponden con las deseritas por otros autorcs pare ] glicocalix
{Kilejian, Schinuxi & Schrwabe 1961, Morseth 1967), atribuibles & su
contenide ¢n glucidoz o a su carga negativa {(Mehlhorn, Dubremetz,
Franz, et af. 12880; Schmidt & Roberts 188%), Bl hecho de obhservar estn
fina capa PAS positiva, tanto en el tepumento de la regivn del soma
coma an ol del escélex, llama la atencion, puesto gque en trabajos recion-
tes de microscopin electrdnica no se consipgue demostrar la presencia del
plicotalix recubriendn el tegumento de Ia repion del escdlex (Kogan &
Richards 1989}

A nivel de la microscopia elecirdnica, nuestras observaciones schre Ia
uitrasstructura del teFumento concucrdan perfectamente gon las pre-
vias de otros autores (Morseth 1967, Lumsden & Hildreth 1983; Conder,
Marchionda, Willinmse & Andersen 15983 Meblanus & TDarret 1985;
Rogan & Richards 1988h, 1987, 1989), cncantrdndose &n el tegumento
diferenciade en dos regicnes organizadas a modo de sincitio celular:
citoplasma distal (o sincitial) ¥ ecitoplasma perinuclear (Fig 56A, 568,
5Ta, BTE v 58), El tepumaeanto de 12 repidn del escédlex se carncteriza por

f: £
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la prezencip de microtriguias gon espina electrodensa (Fig §9), mien-
tras gque a nivel de Ja repion del sormna éstas quedan reducides B peque-
fiaa elevaciones con un caaguete electrodenso (Fig 59, E]l empilec de una
metodolopia de fijado e inclusion mas dptima para estudics antigénicos
guc cztructurales no ha permitide la visualizacisan del glicocolinx.

La existencia en la regién del soma de fibras museulares
subtepumentarias dispuestas en dos capas perpendiculares ¥ su grga-
nizacitn en la regién del escdlex para dar lupgar a la musculaturs de las
ventozas ¥ de laz cancheos, asi come o divisicn de la eélula muscular en
una porcitn contractil ¥ otra no contrictil {Lumsden & Hildreth 1283;
Schmidt & Hoberta 1959), son hechos gue, comunes al sisterma mussu-
1ev de todos los cestodos, también s¢ han podido observar en nuestras
preparaciones para microacopia electrdanica (Mg 364, 660, 87TA y 57B).

La especial composicidn de los ganchos, formados mavoritzriamente a
base de protefnas del grupe de las gueratinoas (Gallagher 19643, les
gonfiere unas caractoristicas tinleriales particulares, gue permiten di-
ferenciarlos fiicilmente del resto de estructuras parasitarigs Dacluso
meoediante microseapia optica a poquenos: aumcentos), Alpunos de los
métodos que han sido propuestas para 1o tineidn seleetiva de los gan-
thok, son muy eapecificos pero complejos de claborar (Stercba, Milacek
& Vitoveg 18982), mientras gue en nuestra cxperiensia, se han obtenido
buenos resultadas con dos de las tinciones empleadas rutinariamente
en el estudia de cortes histoldgices, la tineidn de hinyoun y la de
Gomori-Groeott (Fig 50 ¥ G1).

Loz sorpuscules paledreoss son estructuras de origen celuloar congtitui-
daz por amcumulns de compuestos inorphinicos depositados sobre vuna
matriz orpdnica (Lumsden & Hildreth 1283; Foawlowski, Yap &
Thompson 1988; Schmidt & Roberts 1959). En nuestra cxpericncio
mediante la microscopia electronica, se ha podido comprobar la natura-
leza intrpcelular de les corpiiseulos calcdreons, cbservdndose come la
matriz orgdnica, tipicamente dispuestn en linecas concéntricas (Fig 57
ae lggaelira en el citoplasma de eflulas especializedas, desplazondoe ol
nitcleo v ocupandoe la practicea tolalidond del espacio celular {Fig 58).

El sistema esmorregulador de los costodos es de tipo protonefritico, ¥
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ecta brisicamente formade por dos compoencentes: mayoritarios, las odla-
las fMlamigeras ¥ los conductes exeretores {Lumsden & Hildreih 1983,
Schmidt & Roberts 1989), MNuaestras observaciones scbre la
uliraestructura de los diferentes componentes del sistema
esmorregpulador, son esencialmente idénticas a las gque ya apuntara
Morseth enn 1567 (Fig 61 y 62}, aunque esle autor negaba la existencia
de un poro excretar. Aungue en éste trabajo, no se ha podido constatar
la existencia de soluciones de continuidad en el tepumento que pudie-
en ser consideradas coma verdaderos poroes excrctores, i se ha abser-
vade la eontinuidad de los tdbules celeeclores comunes o través del
podicute (Fig 54A, 548, 558A v 858, pudiendo ser ésia una de las vias
de drennje del sistome csmoerregulador,

Le repreduccidn ascxual del pardsito por procesos oripinados en la
divisidn mitética de eflulas indiferenciadas (Ubelaker 1983a; Mehlhorn,
Taraachewski, Frans, e af. 12880}, ha sido también bicn documentadan
&7 Nucstres experiencipgs, Asi, mediante 1a microscopia dptica, 8 ha
podide apreciar como el geomule de células indiferenciadas on la supere-
ficie externa de lo membrona germinativo se acompara de la
invaginacién de ceta membrona vy de la protuzion del conjunte hacia el
interior de Ia eavidad gquistica (Fig 43) v, mediante la microscopin
clectrdmica, se ho demostredo, a nivel del pedicule de vwnién entre los
protogedlex ¥ 1o membrans germinativa de las vesiculas proliferas, 1a
continuidad enteo ¢l citoplasma singitinl de la membrono germinativa
¥ el citoplasma sinecitial del tegumento de los protoscdlex (Figs GdA,
04EB, 55A y 85B). Estas observaciones astarian de acderdoa con el modelo
de reproduccidn asexual propuesta por Mehlhorn, Taraschewski, Fronz,
2t afl, {12881} (Fig 4}, en £] gue la inveginacidn de la ymembrana
germinativa es ln gue de lugar al tepumento del parasito, el cual
cngleba a un conjunte de ¢flulas indilerenciadas gque tras varios proce-
soi de diferenciacidén doran Iugar o las diferentes eztructures de los
protoscalexs (Mehlhorn & Pickarski 1985; Hogon & Hichards 19837;
Mehlhorn, Toaraschewski, Franz, #¢ af. 1985b).

El amplen, en puesira experichein, de diferentes tinciones para plucidos

(PAS, PAS-dipstasa ¥ azul aleian), se ha demostredo In presencia de
glucdpena en 1o zona de las venlasas, en los areas cercanzs al pediculo

P H
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¥ formando una fina capa en la regitn subtegumentaria (Pig 49), sl
comp en foarma de pequenios agumulos dispersos por gl parénguimae de
los protoscdlex (Fig 49} ¥ a nivel de lg membrana germinativa {Fig 49).
Ecsultados gue no difigren de los obscrvados por otros avtorcs median-
te el empleoe de tinciones espeeificas (Kilejian, Schinezi & Schwabe
1981; Morscth 1967a; Linxian & Yuguang 19%0) o ¢l marcoje con lectinas
{Leduecqg, Gabrion & Gabrion 1988, 1990).

La presencia de otres plucoproteinas, demostrada por su reactividad
PAS positiva no digerible por lo diastasa, es especialmente evidente a
nivel de la membrana laminar, en ol glicecalix (Fig 49A) ¥ o nivel de las
protoscdlex degeneradns v detritus del interior de las vesieulas poolileras
{Fig 49B}, saungue gran paerte de estas glucoproteinas padrian corres-
ponder B protesglucanas sulfatados pues som Lefiidos total o parcial-
mente por ¢l azul alcian (Fig 495,

LTy
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