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ESARROL I R OLE LT -
VITRG, PRODUCCION DE
ANTIGENOS DE SECRECION-EXCRECION

La variacidn morfoldgica de E granulosus, durante ¢l proceso de difa-
renciacién en direecidn quistica, ce ha asiudiade por ebservacidn mi-
craseopica de protoscdlex de procedencia oving mantenidos in Wiro en
un medio de rultivo monofdsico,

En el sobrensedante del medio de cultivo de los protoscdlex mantenidos
inn ¥iteo, ne se ha observads, mediante SDE-PAGE, 1s prescencio del Ap
5 ni del Ag B, tampoen se ha detectodoe, por inmunoblor ni dot bioz,
inmunorcactividad frente a los anlisueros Mmonocspecificos anti-Ag & ni
anti-Ag B,
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FROCESAMIENTO DE LA ARENA HIDATIDICA

ORTEMCION DE PROTOSCOLEX

El volumen de los sedimentos de grens hidatidica gque se han
recuperado tras la centrifugacidn de las muiltiples muestras deo
liguido hidatidico procedentes de diferentes animales o de dife-
rentes guistes de un mismp enimgel ez muy variphle, avnqgue
generalmente proporcional B la cantidad de liguido recogide. Mo
colurre lge mismo conn la proporcidon de vesiculas proliferas v
protosodlex libres presentes entre el resto de deirifus celulares
que, aungus también ez muy variable no estda en relacidén con
£l volumen de liguide extraide ¥ por tanto com el temafio de)
quiste.

Lo cbscrvacion microscopica de las diferentes muestras de arena
hidatidica permite seloocionar los gue serfin procesadas, esco-
giéndose para cultivoe tzn sole aguellas muestras de arena
bhidutidica de volumen superior a 0.6 ml, con alta proporcidn an
vesiculas proliferas /o protoscdlex libres ¥ que mediznte |z tingidn
de Gram no avidencien contaminacidn bacteriana.

A destacar la disminugidn subjetiva en la proporcidn de
protosedlex viables en oguellas muestros proccdentes de visceras
previamente congervadas 18-24 hores a 4°0C, compacativanente
con laos procedentes de visgeras procesadas de inmediato, heche
que no 58 chservd en el caso de la conservacidn previa, durante
18-24 haras 1 4°C, del contenido guistico extraido por la puncidn
de laa hiddtides.

El tratamiento de lg arena hidatidica con tripsing, Sonsifpfuae, an
una incubacién de 30 min., la digestidn enzimAtico de las vesi-
culns proliferas ¥ del material muerts de la mayoria de las
muestras, sicnde excepcional la necesidad de una sepunda
imcubacidn.

Tras la tripeinizacidn se recuperan por cenlrifugacidn protoscolax
libres, que en su practica totelidad se ensuentran invaginadoes
(I'ig 34-1 ¥ 34-2), con lp regidn del escdlex introducida en lgs
regidn del somnp, siendos el porcentaje de lasa formas evaginadas
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Figura 34. Protoscdlex obtenidos tras tripsinizacidn de la arena hidatidiea. 1 ¥ 2 protosedlex
invaginados; 8 y 4: protoscilex evaginados.
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presentes inferiar Bl &% (Fig 34-3 v 34-4). Le totnlided de los
protoscdlex se abservan mdviles, con una estracturéciom bien
definida, con abundantes eorpuizcualos caledreos ¥ abundantes
cétlules flamigeras petivas distribuidas esenicialmente por la pe-
riferia de la regidn del soema.

MANTENSIMIENTS IN VITRO

En la presente cxperichncio, el caltivoe de protoscdlex en un medic
monsfazice empleando Minimo Esencial de Eagle (MEQXI) =in
suplcmentar con sucro bovino fetal, consigue la difereneiacion
quittice de les protoscdlex, manteniendo formas viable: durante

un pericdo médximo gque oscileg entre los 80 ¥ los &5 dias,

WAL HEACTON THY LA VIARRII A

Durante ¢l periodo gquce se prolonga o] mantenimiento in vitro de
los protoscedlex se observa una reduccidn progresiva de las foe-
maos viables, avidonciada por la perdido de movilidad, lo auscens-
cin de actividad a nmivel dr lazs célulus flumigeras v la
desestructuracidn peneral gdel parasitario con la perdida de un
contorno nitido. El mayor indice de mortalidad se ohserva duran-
te los dias 1 ¥ 2 del cultive y, de farma mucho més aparente, a
partir del sepundo mes de cultiva, momento en el cual todos
equellos protoscdlex gque no han inicizdeo cualquiera de las vias
de diferencianidn quistica comienzan a degenerar ¥ acakan por
lisgrse (Fig 35-2).

LIna vez iniciado el procese de vesiculizacidn los protesedlex sea
mantienen vinbles hasta el dia 70 - B0, momente en el quo
comienza a ohservarase el progresivo colopse de laz difcren-
tes cavidades gquisticzs ¥ In retraceidn de sus parcdes (Fig 35-3
¥ 35-4}

CAMBIOS MOFOL OGNS

Inicialmente los protoscdlex, conservan las eonracteristicas
marfoldgicas observadas tras ser recuperados por tripsinizacidn
de o sreno hidatidico: en su groan mayorin estéin invaginondos,
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gor maviles, bien estrucrturados, 2on obundantee corpascualos
calcdrens ¥ célules Namipgeras activas. Pero conforme progresan
locrp dias de cultive, loa protoscdlex, van sufriendo una serie de
cambioa morfoldgicos gue sc inician con €l proceso de cvaginacidn
¥y un saumenito de volumen.

P 3 . ion de | : 51
El nameoro de las formas evaginadne no es constante, ¥ Ia propor-
e1dn en que estdn prescntes varia sgegiin ol dia de observaeidn y
el cultivoe que se yalora.

Inicialmente, 12 proporcion de las formas evapinados £8 inferior
al 550, pern durgnte las primeras 24 horas de cultive el numero
de protoscdlex evaginados presenta un marcads lncremento ¥y &8
aleanzan proporciones cercanas al 30% (P 35-1).

En lags siguientos primeros 30 digs de cultivo, el namero de
formas evaginadas presenta meualkiples oscilaciones, ¥ la propor-
cidn Qque representan variao enire un 10 v un 50%.

A partir del sepundo mes de cultivo las formas evaginadas no
incrementan su numers ahsoluto pere =i su proporeidn, debide a
la lisis progresiva de las formas invaginadas gue acaban por
doesaparcser hacia ¢l inicio del tervrecr mes (Fig 35-2h

p le dif {mcid 1 4 .
Los cambios morfolégicos atribuibles propiamente gl proceso de
diferenciacidén en direccidén guistica, como son la progresiva
vesiculizacidn de los protoscdlcex ¥ lo sparicieon de una vesiculg
posterior ¥ su2 aumentas de velumen, serdn tratados mas adelante

en el apartade: “*Desarrollo in vitre de B, grancfogus".

Alteraciones cstructurales comunes

Durante el mantenimients in vitro do los protoscedles se aprecia,
2 partir de los 10 dias de cultivo, una marcnda reduccidn en el
tamana de lps corpusculos caledreos que parcec acompanarse de
una reduccian en ndmers, este hoecho es mucho mas notoble
trapscurridoz los primeres 30 dias de cultive (Fig 35-1 y 35-2)
pCora, O N0 Ser que se treate de vun estoado muy avanzade de
vesiculizacidn, lo desaparicidn de los corpriscules calcdréos Ko es
&N NifgEan caso completa.

Lr3



: T dins de cultive; 2: 67 dias de cultivo; 8 v 4:

Figura 35, Mantenimiento de protoscélex in vifre. 1

B4 dias de cultive.
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DESARROLLYO in viiro DE E. granulosus

El cultivo in vitre de los protoscélex om un medio monofdsico, permite
la ohservacidn de los cambios morfoldgices del pardsito durante el
proceso de diferenciaeidon guistica.

A continuacidn se tratardn las diferentes vips por los gue las protoscdlex
pusden iniciar el proceso de diferenciacidn guisitica, asl como g
morfologia de éstos en los diferentes cstadios de desarrolle.

YESUWCLU)IZACION DE LOS PROTOSCOLLEX

Heacin el fin de la primera semana de cultive, 52 obhserva como
alpunas de Ios protoscélex evapinades inerementan su volumen
progresivamente ¥ adguieren unz aparienciu globulosa que pro-

EresErda hesta la total vesiculizacion del pariasito,

El proceso cuale iniciarse a nivel del parédnquimn de la region del
soma y ser sceguide de la vesiculizacidn de la regidn del ascdlaex,
dandc lugar a una vesicutla dnica Que propresivamente irg
iticrementands su tamafio.

El parénguima de los protoscalex en procese de vesiculizpsidn se
observa expandido, con una mareads perdida de densidad ¥ un
progresive incremente de volumen a expensas de una cavidad
interna gque desplaza Al resto de eztructuras hacia la periferia
las =itz en lo gque serig lo rona subtegumentaria,

Inicialmente e conservan gran parte de las cstructuaras tipieas
del protoscolex como son conductoes excretores, edlulas flamigeras
¥ porpusculos caledress, pers a medida que progresa el proceso
de vesiculizacidn sy oumero va disminuyendn hasla ser su pre-

sengia inGparenteo.

En la presente experiencia, el proceso da vosiculizanidn se com-
plota v finnles de 1g cunrin semana de cultive, Bin queé pucdan
evidenciarse cambios posteriores que hagan pensar en la posible
progresién del mizmo, manteniéndoese las ves{iculas #en una fMse
estacionaria hastn ] momento de su degeneracian y lisis.

|



Figura 38. Vesloulaciin de los prostocdlex ecultivados in vitre. 1@ vesicolacitn rogitn del soma, 14 dine de
cultivo; 2 vesiculacidn regidn del soma y del escdlex, 23 dins de cultive; 3 ¥ 4: vesiculacidn completa, 28 dins de cultivo,
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La estructura final de un protoscdlex vezsiculads, seria [o de unno
formecion eaférica recubierta de vna memhbrznae Unica Qque deli-
mita une cavidad guistica.

Lo membrana cxtermna deriva claremente el tegumonte del
protosedlex, pudiende apreciarcrse on uno de sas polos 1a zena de
implantacidn de la corona de ganchos, con o sin ganchos, redeads
da cuatro arcvas esféricas mas densas gue serian los restos do las
ventasay,

En el interior de 1s cavidad quistica no se aprecian eatructuras
definidas, aungque en algunos casos pueden abservarse restos
tubulares, corpiusculoes calcAreos ¥ alpunz océlule flamigera
adnsados a au parced.

En ninguno de loa protoscedlex vesiculados pueden apreciarse la
apogicidn externa de ¢capas concéntricas en forma de laminagionea
que puedean hacer pensar en la formaciom de una membrana
laminaor.

VESICULAS DEL POLO MOSTEIRIONR DE LOS
PROTOSCOLEX

Simultdneamente al proceso de wvesiculizacidn se obhserva, Ia
aparicidn y postericr desarrelle, de una pequenig vesiculz en el
paolo posterior de algunos de los protoscélex que no han seguido
la antericr linea de diferenciacidn gquiatica,

L.as aparicisn de las primerzs vezigulns ocurre en la primera
semana de cultivo, ¥ 8¢ ocbservan como una cavidad guistica kien
definida, eon bordes nitides, gue 3e cncucntea gdherida gl polo
poaterior de alpunos protoscdlex (Fig 37-1) La aparicidn da las
vesiculas no es simultdnes ¥, puesto que incrementan su volu-
men progresivamente, pucden apreciarse en un mismoe cultivo
diforentes grodos de desarrollo.

En la gran mavoris de cascs la mparicidén de una wvesicula
paoaterior 8= da on protoscdlex invopinados que no presentan
ninguna otra alteracidn morfoldgica evidente (Fig 37-1). La apa-
ricidn de formas evaginndas con veafoula posterior es progresiva
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Figura 37. Veaiculas del polo posterior de los protosedlex. 1: aparicidn de vesfeulas eén protoscilex invaginados;
2: veafeula en protoscdlex evaginado; 3: weafcula posterior, 30 dfas de cultive y 4: veafeula posterior, 60 dias de cultive.
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Figura 28, Vesioulas dal polo postarior de los protoscélex, a los 67 dias de mantenimiento in vifre. a: acdmulos
calulares.
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(Fig 37-2), pero al finalizar ¢l sepundoe mes de cultivo todos los
protoscilex con vesicule posterior 8¢ encuentran eveginados y
presentan un inercmento de volumen tanto ¢én lo region del soma
como on la del esedlex (Fig 35-2), aunguse conservan una estre-
tura bien definida, son méviles ¥y presentan células lamigeras
activas,

I.as vesicules posteriores, que un principio tienen un diedmetro
inferior a los 10 pm, durante los primeros dos meses de cultivo
van incremcentandse propresivamente su tamaiic, hasta alcan=zor
un valumen maximo que no logra nuanca superor el del proLoscdlex

pero que practicamente lo tpuaia (Fig 37-3 » 27-4)

A partir del segundoc mes de cultiveo Be aprecie en las vesiculas
posteriores, B nivel del pole opuesto a8 su conexidn con los
protoscalex, la formacién de un acumule celulor que vya aumen-
tatido progresivarmente de volutnen v gue protaye hacia la lus
vesicular (Fig 38). En ningune de log cnsos s¢ consigue identifi-
cAr rihgutia estructura concreta derivadzs de estos acdmulos
ecelulares, sobreviniendo antes la degeneracidn y Hsis del pardsi-
to (Fig 35-3 ¥y 35-4),

En ninpgune de las vesiculos del polo posterior de los protescdlex
ge aprecin 1B aposicidn oxterna de laminacicnes en capas
concenlricns,

YESICLLAS LLIRBES

En lg mayerin de los cultivos efectusdos se observa, hacia loxs
sigte o diez dias de iniciade el procese de mantenimicnto in Yitro
de los protoscélex, 1a presencia en el medic de microvesiculas
libyres sin conexidn alguna a ningun protoscilex ni a ninguna
atra estructura definida {(Fig 359-12.

Las microvesiculoas, inicielmente, tienen un tamano gque osciln

enttre los 25 ¥y S0 um, son csféricas ¥ poseen un contorng nitido,
¥ Aungue €n Bu interior se aprecian ciertos irregularidades o

e
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cEmhbipa de densidad, no presentan restos de ventoses i de 1o
corgng de ganchos, Postericrmente incrementan su tamaro, vy
conforme progresa e] cultivo s¢ yvuolven irrcpgulores, para final-
mente, ya dentro de uh estadio final, plegarse sobiee 81 fnismas y
licarsc. Previamente al inicio del! proceso de lisis 82 observa 1g
aparicidn de granulaciones & nivel de su pared.

En ninpuna de las vesiculas libres se ha podide conatatar, duran-
te el pericdo gue 82 ha prolengado su dezarrolle, la apoeicicn de
laminaciones concéntricas sobre su superficie.

El hecho de que la presoncia de mierovesiculas libres no hubiose
sido detectads con anterioridad a la primera semana de cultive
permitira especular sobre su posible grigen, pere puesto que esta
ohbzervacidn ne zerda objeto de dizcusiton a continupgitin =olo =ze
cxpondran algunosd hechos gque serian vtiles en el mamente de
ana digeusion;

Alpunoz protoscdlex con vesicula posterior se obasrvan
eatrueturalmente alteradas sin que se obzerven modifien-
ciones a nivel de esta (Fig 39-2).

En algunos de !ga protesedlex gon yesiculp poaterior, ja
conexidn protosedlex-vesiculn se observa raticamente re-
ducida (Fig 39-3L

Durante 2] procesa de depeneracidn de las vesiculas pos-
teriores, 5e ha observade en elgpuncs cases, gue tras la
retraccidn de la pared se produce ana pasterior gparicidn
de miltiples microvesiculay asociadas entre &1 y cen el
mismp protoscélex, gque ya se encuentra en fase
degencrativa (Fig 38-4).

WVIESIOU  AS CON MLULTIFLLES PIIOTOSCOLELX

En ningune de los cultives efectuados se ha observado la apari-
cidn de vesiculns que presentaran multiples protoscdlex en co-
nexidn B su superficie externa.

En alguna acastdn, en fases muy inicinles del cultive ¥ en propor-

citdin miy escasn, e han obacrvado vesiculns de gran temafic gue
proesentabon en su exterior mias Jde un protoscdlex (Fig A0-1h

18]



Figura 39.1: vestcula libre, 10 dias cultive. 2: protoscélex destrocturado con vesfeula posterior. 3: protoscdlex ¥ vesicula
posterior. 4: protoscdlex y vesfeula postorior tras iniciar proceso degenerativo, B4 dias cultive.
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Figura 40.1: vesfcula prolifera evertida: 2: acdimulos celulares en vesfcula libre 10 dias de cultive. 3 v 4: acdmulos
celulares en vesfculas del polo posterior de los protoscdlex, 10 dias de cultivo,
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Presumibklemente, ae trataria de vesfculas gue durante el progoe-
sarmivnto &2 han roto y segunidamente se han overtide liberande

al extoerior a loy protoscdiex.

En alpuna ocasidn, se ha observade la presencia de uno ¢ varios
acumulos celularez que conectados a vna vesiculs libre (Fig 40-
21 0 a una vesicula del polo posterior de un protoscélex (Fig 40-
3 v 40-4) aparentan &l inicio de fermacidn de lo gue seria ana
vesiculg con multiples protoscdlex, pero en ninpguna de las oca-
siones se ha liegado a obscrvar el procesn cornpleto,

| B4
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ESTUDIO DE LA FPRODUCCION DE ANTIGENOS
DE SECRECION-EXCRECION

La recupereacidn de los diferentes sghrenadantes del medio de cultive
celular empleado paro el mantenimiente fn wifro de los protoscdlex
permitis, mediante estudios electroforéticos e inmunolémices, valorar la
liberacion de antigenos parasitarios de secrecidn-excrecion,

QETESOION Y PREPARACION DE LGS SORRESNADANTIES
Siguiendo el protocola gue se ha expuesto previamoente en el
epartade de material ¥ mdétodes, ten solo se hagn podido procesar
los sobrenodantes recuperados de dos de lns expertencias de
cultivo ixn vitro efectundos, gque denominaremos cultive 1 (0-1] ¥
cultive 2 {(C-2)

El volumen totsl de medio de cultiveo recuperado es de 51 ml y 60
ml, para C-1 ¥ C-2 respectivamente. En cada unn de los cultivos,
laa diferentes alicuctas se encuentrgn aprupadas en tres poofs
{onod A primeras 7 dias de cultive, pool B semanas £, 3, 4, 5 v
6 v pool C: semangs 7, 8 ¥ 9 de cultive) en funcidn del estado de
desarcollo de los protosodlex.

Fara C-1 el volumen del pool A es de 10 ml, 20 ml el del poof B
¥ 21 ml el del poas! O, para C-2 los volumencs recuperados son 8,
Z2 v 30 ml respectivamonte.

IDehide & la kaja concentracidn preteica de ceda une de los di-
ferentes paools (valfores inferiores g 200 g gr/ml sepin el métodn
de Brodford}, se procede a la coneentracidgn de los diferentes
sobroenodantes recuperados (Tabla X1,

Loe pools correspondientes a C-1 se concentran por ultrafiltracidn,
¥ los correspondientes o C-2 por precipitacion con deido

tricloroncética.
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-1
-2

puni A& posd B poat O
VI VF ¥I YF ¥l ¥F
10 ml 200 pl 20 ml 100 wl 21 ml A ul
5 ml T pl 22 ml 40 Homl B00 pl

Tekta X1I. Volumenes de medis de cultive empleados en €] eatudio de la preduccitn de antigenss de
seerecidn-excrecidn, ¥ volumen inicinl. 'V volumen Bagl,

CONCENTRACION POR LILTRARRILTIRACION
Madiante la ultrafliltracidn se congiguen concentrar las
sobrenadantes de ©-1 unps 50 vocoes.

Los volumenes finales de medios de cultive concentradaos dispo-
nikbles son;: 200 ul parn ¢l pool A, AG0 pl para el B v 400 0l para
el C.

COMCEMNTIACTORY PO FERCIPIY AN

En £l proceso de concentrocidn de lgs sgbrenadantes de C-2 con
echad tricloroacético, tan sala se ohscrva precipitade macrascdpico
chn el poal A, corresponidiente & los sobrenadantes de las 7 pri-
meros dias de cultivo.

Leos precipitados proteicos se regencrean con un volumen de tampdn
fosfato unas 50 vecoes inferior al dée partida, con le gue los vo-
limenes finales obtenidos para los diferentes pools de &-2 son:
poal A 200 pl, pos! B A00 pl vy pagl C 600 pl.

ANALISIS ELECTROFFORETICOD E INMUNCGLAOGICO DDIEL
S0ORREMADANTIZ

Los sobrenodantes concontrados se scparan ¢lectroforeticamente
por SDE-PAGE ¥ s tifien con CRB KE-250 ¢con ¢l fin de comprobar
le presencia de alguno banda proteico.

L A3
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El eztudio inmunolégico se realiza sobre las proteinas separndas
por SDS5-PAGE v transferidas u membraonas de nitrocelulose o
por dat-biot,

S5-PAGE

Fara la separacicon elegtroforéticn, se emplean geles analiticosz de
B0 x 70 x 075 mim, con gradicnte de poliacrilamidn del S al 20
%%, Log geles s¢ carpan con 20 4 Vpocilla de los difecentes pools doe
los sobrenadontes concentrados, gue son diluides al Y2 en tampdn

de muestra Px,

De lazs diferentes muestras procesadns, tan solo =e evideneia unao
benda proteico muy tenue on la muceslra correspondiente al poad
A de C.2, El PM aproximado de osto boande proteica se ha asti-
mado entre 80 y 60 kDa.

AU T

Leos componentes proteicos de los diferentes pools concentrados,
gon separados electroforeticamente en geles preparativos de 30
= 70 x 1.6 mm con gradiente, ¥ transferides a membranas de
nitrogelulosa. De cads muestra se siembran 40 plipoeilla.

El revelado de los difeventes tiras de nitrocelulosa obtenidas, con
cada uno de los dos anlisueres monoespecificos (anti-5 ¥ anti-B),
no mucestra ningdan tipo de reactividod para ninpuno de los
sobrenadantes procesados.

DT BLOT

Sobre membranas de nitroceluloss se depositan tres muocstros de
AD ] de ceds une de los diferentes poedfs de los sohrenadantes
concentrados, ¥ posteriormente se procede nl revelado con logs dos
antizucros monoespecificos ¥ un suera Mo InMune come control
de especificidnd.

Tras ¢l procesado inmuanocneimdtics de o nitroceluloan, no se
observo renctividod en ninpgunz de las muestras, tanto al ser
revelados con Ios antisueros mongespecificos comoe con el avarg
ne inmune,
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