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Figura 66 A Esquemn de wlttoeatructyra de un pratoscéleos. TG togumeata, Co: citoplnonss slncitiol, op gitaplsame

prrinuclear, n: nucles, b 1dbolo, m: micretriquian, Na: Bbrae maeeularcs, e corpisculo caledren.
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Figura 56 B. Ultraestructura de un protoscélex. Microfotografias correspondientes a porclones dol esquema representado
en la figura 58 A. Barra: 3um.
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Figora 57 A. Esquema do la uvitraestructora de un protoscdlex y porcidn de vesfcula prolffera. MG:
membrana germinativa, TG: tegumento, Ca: citoplasma sincitial, cp: citoplasma perinuclear, n: nucleo,
m: microtriguias, fm: fibras musculares, cc: corpisculo caledreo.

Figura 67 B. Mieroflotografla correspondients al essquema representado on la figora 57 A. Harra: 3 pm.
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RESULTADOS Inmunoalocallzacidn

Figura B3, Togumento de la regidn del soma - microtriquias truncadas. Teguments de
In regidn del escdlex - microtriquine con espina glectrodensa.

Barra = 0,7 pm.
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RESLILTADOS Inmunalocallzacidan

En el sincitio tegumentario, se observa como el dominio
basolateral de la membrana citopldsmatica se encuentra en
contacto con una ldmina basal (Fig. 58), salvé en aquellas regio-
nes en las gque se organizan unas expansiones citoplasmadticas,
las cuales atraviesan la ldmina basal ¥ pasan entre las fibras
musculares subtegumentarias (circulares ¥ transversas) conec-
tando el citoplasma sinecitial con el perinuclear.

En la region del escilex se observa la corona de ganchos, los
cuales, a modo de microtriquias gigantes, se aprecian como
estructuras electrodensas con una luz interior. Los ganchos
parten de la base del tegumento, estédn rodeados por un laberinto
de invaginaciones del mismo (Fig 60) y estdn internamente
anclados al parénquima del pardsito por numerosas fibras mus-
culares.

Figura 80 A. Uliracstroctura del rostelo. Barra: Gpm.
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RESULTALDDS Inmunolacallzacldn

Figura &0 B. Reprowentatitn cageemalica del roalelo. EMpvomea correspendicnte o la
figura 60 A TO: teygumenls, g ganchos, o microbiquins.

SISTEMA MUSCLILLAYT
En &] sistems muscular de los pratoscdlex se puede distinguic

una porcidn contrédctil conectada con otra porcidn no eontrictil.

Laporcidon contrictil e obscerva formada por maltiples filamen-
tos agrupados en michibrillog gue le confieren una cstriacidn
longitudinal pero ne transversal (Fig. 86 y 57). Lo porcidn no
contractil o pericaridn centicne los ndcleos eceluleares, gque se
encuentran disperacs por el parédngquima y muchaos veces agrupa-
daos en sincitio.

La musculplura de los protosedlex se cheucenira BasicEmentes on
la regidn subtegpumontaria, aungue tambidn se obhservan miocitas
dispersas por toda el parédngquima Esta digspuesta en formo do dos
capas perpendiculares de fibras musculares, una eircular ¥ oten
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RESULTADOS Inmunaclocallzacldn

transversal, yv es especialmente abundante ¥ de mayor tamafio

en la regidn del escilex, donde da lugar a las ventosas v ancla al
rostelo.

SISTEMA OSMORREGULADOR

El sistema osmorregulador (o excretor) de los protoscdlex es del
tipo protonefritico, ¥ estd bdsicamente formado por dos compo-
nentes mayoritarios, las células flamigeras ¥ los conductos
excretores,

Las células flamigeras se sncuentran distribuidas por el
parénguima de los protoscdlex. Presentan un niicleo polar, rodeado
de escaso citoplasma, del que parte un conjunto de cilios que, en
nimerc de 50-70, se proyectan hacia el interior de la luz del
conducto excretor que los engloba.

Los cilios son estructuras eilindrieas, gqus contienen en su centro
un par de microtdibulos separados v en la periferia 18
microtibulos, agrupados por pares vy dispuestos circularmenta (2
+ O pares) (Fig 61).

Figura 61, Ultrasstroctura do un corte transvorsal de una célula fAamigern do E.
granulosus, Barra: 1 pm.
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RESULTADOS Inmunolocalizacidn

Los conductos excretores se inician a nivel de las células
flamigeras (tibulos colectores primarios) formando un sistema
canalicular de conductos de diferentes didametros (Fig 62) que
abocan a unos conductos principales (ttibulos eolectores comu-
nes), los cuales, en nimero de dos, recorren el parénguima de los
protoscélex desde la regién del escélex a la del soma (Fig 34-4)
y van a desembocar en dos poros excretores.

Figura 62. Ultrasstructura de los tdbulos eolectores. A v B: edlala tubular, n: ndeleo, epn: citoplasma perinoclear v epl:
citoplasma poriluminal, C: pardnquima parasitario con estrocturas tubulares de diferente didmetro. Barra: 0,6um.
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RESULTALOS Inmurnaloadcalizaclon

Laa ¢élulas gque forman los conductos excretores estan
#titructuradas gde una forma muy similar a la del tegumento,
pudiendose distinguair una regidn perilumingel en sincitic ¥ una
distal o perinuclear que engloba el nicles celulnr (Fipg 62).

Lios tibules excretores se observan como canales intracelulares
delimitedos por el citoplasma periluminal de las células de Jos
conductos excretaores, 1gs cusles organizedas en sincitico dan lu-
gar a la pared tubulor. La pared de los tdbulos presenta en su
superficie luminal numero=as expansicones o Microvellosidades,
¥ en su superficie ecxterna numerosas prolongociones
citoplasmdticas que se adentiran oh el espacio ihtersticial.

CORPUSCLN OS CATLCARIEOS,

Los corpiseulos ca;]cﬁ.recrs ae ghservan, dispersos en el parénguima
parasitario, como unas esitructuras ovoides incluwidas en el
citoplasma de edlualas difercneiados.

A nivel ultroestructural, se aprecia come uana Bne ldmina
citoplasmiéatica envuelve 1a matriz de cada unoe de las sorpisculos
calcAreosn, ¥y como ung membrana citeplasmatica rodea ol conjunto
v delimita un espacic celular en el gue también puede apreciarse
la presencia de un nacles celular,

Le malriz de los corpisculos caledreos se encucntran tipicamente
orpanizndos on multiples lincasg concéntricas de un material

smorfo electrodensa (Fig 57).

El nucleo ¢celular 3 unice, ¥ se encuentro desplazado hacia 1a
periferia por la matriz del corpiisculs caledireo (Fig 56 BE).
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RESULTALOS Intnunolocallzacion

INMUNOLOCALIZACION DE LAS FRACCIONES
ANTIGENICAS POR MICROSCOPIA OPTICA

Mediante la aplicacidon de técnicas de inmuhistoguimica se he podide
localizer & nivel estructural la ubicacion del A 5 v del Ag B an
protoacilex ¥ membroangs guisticas de K. gronulosus de procedoncio
humana.

Las preparaciones histoldgicas empleadsas come antipeno particulada
hun side obtenidas y procesadas tal v como se ha descrite previamente
en el apertadoe de material ¥y métodos.

Los antisueros mono y poliespecificos empleados en la inmunolocalizacidn
hon requerida de una tituilacidn previa que ha permitido eseoger aguella
combinacién de dilugiones dptima, con la que se consigue un mayar
contrazte entre 1585 zonas positivas capesificas ¥ 18 coloracidn de fondao.

TITULACION [DE LOS ANTISURIROS

En la inmunclocalizacitn se emplean come primor anticuerpo los
antisuveros moncespecificos anti-Ag 5 (ANG-5) ¥y anti-Ag B (Anti-
B), ¥ el antizuera poliespecifico antl antigenas parasitarios ma-
yvoritarios {Anti-Agl), La reacoidn antigeno anticuerpa se revela
corl conjupAadoes comerginles pnti-inmuneglobulinas de coneja
ohienidos en caobra ¥y marcados con peroxidase o con bioting,
gepvn 2 emplee 2]l protocolo de 1 peroxidasa indiveeta o €] de
avidino-biotina-peroxidasa {vor materigl ¥ métodos),

La titulacion de los antisuerogs s2 realiza en funcidn de las re-
sultades cbtenidos en un “tahlero de titulacién”, en el que e
valarg, para laa diforentes combinaciones de antisueras, le tineidn
considerada especifica (reactividad localizadu solo en determina-
daz estructuras) ¥ 1o colovacidn de fondo.
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s L L T A DO Inmunolocailzaclon

Cuando se emplean concentramiones suficientemente altas de 1os
anticuerpos primarios, tanto & métods de la inmunoperoxidasa
indirectn como el de la avidina-biotine, se han demestradg (tiles
para la inmunolecelizacidén de los antigenos mayoritarios de E.
EFranugicsus en cortes histoldpicos de protoscolex v wesiculas
praliferas de procedencin humann proeviamente fijados en formol
e incluidos en parafina.

Aungue g reactividad observada con el método de la
inmunoperoxidasa indirecta es suficientemente evidente, el em-
pleo del método de avidina-biotinog-peroxidase inercmenta nota-
blemente la intensidad de tincidn ¥ permite el empleo de diluacio-
nes mas altas de los antisueros con lo gque se reduec en gran
manera la tineién inespecifica de fondo.

IDehido a lo entes expuests, ¥ puesto que no Fe han podido
observar diferencias signilicativos en cuonto 2 la locelizacidén
es8lructurol de la reactividad al emplear una v otra técnica de
inmunolgealizacidn, noe 52 hard diferencia entre ambas, ¥ se
tretaran los resultados en conjunte referidndose exclusivamente
p los obtenidos con la téenica de avidina-biptina-peroxidasa.

En la tephla X1II s¢ exponen los resultados ebignides en el “table-
ro de titulocidn™ elaborade para la seleccidn de las diluciones
dptimas de los antisneros empleadas en ¢ protocolo de 1a avidina-
bictina-peraxidasa. En ] eje de las abscisns ¢ disponen las
diferentes concentraciones de los tres antisueres primaorios dilui-
dos en tris-sgline {T5) ¥ en el de Ias ordenadas las coneentraciones
del antisuerc bictinizade diluido en tris-saline-gelatina (T30G),
en lp interseccidén se valora la tincidn especifica ¥ 1o caloracidn de
fondo en una eszcala del O ol +4,
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Tabhla XJI1. Titulacitn de loa optiaueras empleodos e la inmuonoloemlizecion por microacopio dptica denitn
avidina-biolina. ESP: tintidn capetica. PONDC: evloracion de fonde.

En funcitém de los resuitados que se exponen en la tabla XI1II se
escopen como dptimaos las combinaciones de las diluciones gque se

encucnhtron recogidas on la tobla XIV.




RESLILTADDS Inmunolocall=acidn

Con el fin de simplificar la metodelogia, ¥ pueeste que los resul-
tados lo permiten, se he escopido comao dptima una dnica dilucidén
de conjugedo biotinizodo que 3¢ R emplesda con cualguierse de
los tres anlisueros primoarios.

dilucidn

ANTISTTERDS dptima
Antisvero apli-Ag 5 (purlicade] oL s SUTT— -
Antisuera 8aki-AZ B et et e LEE M
Antisverg anti J‘ml.iy,n.m: pummturms
L1 e L 7] o] L SR PP F 31 11111
Conjupado bistinizads anti-Ig de concjo
ohbomide e cabin (0N BICMAEM AT e ccae LMD

Table XIY. Diluciones covplendas on I8 inmunclealbzacion por micrescopis Gptica modiante Ja técnics de

avidina-biglina.

LOCALIZACION INMUNOHISTOQLOGICA

Las resultados de la inmunolocalizacitn con los diferantes
pntisgeros se encueniran resumides en la tebla XV, sungue
serdn tratados & continupgisn peor separado de vno forma mas
detallada.

E!l hecho de que en el revelado de la reacodn antigencs-anbicuarpo
e emplee coma cremdpgeno Ila DAB (3,3 diaminobenzidine
tetrphydrochloride), gue es una molécula gue se ecolorea de ma-

rrén ¥y precipita al reaccionar eon el comple)e peroxidasa-I0,,
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auporne el gue una regceidn positiva fe cbaerve como una mancha
de colar marrdn intensa gque destacys sobre £] resto de estructuras
tefidas en diveraas tonalidades de azul por Ja hematoxilina de
Harria ernpleads comao contracolorante.

INMOUNCH  OCALIZACKON D7 ANTIGEENG &

En las membranoas quisticas de E. granufosus, el Ag 5 se ohsarva
localizads u nivel de In membrana germinativa de las vesiculas
hija= (Fig 63-A) ¥ de las paredes de las veziculas proliferes (Fip
63-B ¥ 64}, no abservéndose |5 presencia de reactividad a nivel
de la membrana laminar (Fig 63-A

Los ardmulos gelulares asociados a4 la mombrona germinativa
{Fig 83-C ¥ 83-D), osf como ¢l pediculo de unidn entre £sta v los
protoscolex (Figp 65-D) spn intensamente reactivos frente al
antizucroe Anti-5.

INo se aprocia la presencia de] Ap § a nivel de los “detritus™ que
forman parie del contenide guizsticn (Fig 64}, pero i 2o ohservh
sa presencia en las formas parasitarias morfelogicamente alte-
radoas v desestructuradas gque se encueentran libres en el interiar
de las vesfculas prolfferas (Fig 64-A ¥ 64-B),

A nivel de los protoscalex, Ins estructnrgs reconocidas Gon B8en-
cionlmente log mismas tanto on las formas evagineadas como en
les inverinadas, siendo muy importante ol marcaje del
pardénguima, ¥ especialmente a nivel de la regidén del soma (Fig
65). No s¢ dotoacta la presencia de Ag 6 nil en los corphnscalos
calcdrens ni en los panchos, ni se encuenira asceiado . las eatrue-
tures musculares gue dan lugar a lg ventosgs ¥ gnclen 14 corona
de panchos (Fig 64 y 65), Tampocon 52 observa lo presencia del Ap
5 ni a mivel del tepumento ni g nivel del glicocalix gue recubre a
cste (Fig 60,
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Flﬂur. 63. Localizacidn inmunohistolédgica del Ag 5. A: vesfcula hija, 200x; B: vesiculs prolifera v protoscélox, 320x

C % I} medimulos celulares en pared de vestcula prolifera, 1000x, ml: membrana laminar. mg : membrana germinativa

i |
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Figura 4. Localizacidn inmuhistoldgica dal Ag 5. A, B, C y [t vesiculas proliferas ¥ protoscdlex, 320x. mg: moembrana

EoFmiAa LI vE ||-Fl|,= |.-r||'.-u\.||.!-a. I|-|.\!-\.--'.|r.|.|||-.-. d: detritus



Figura 65, Localizacidn inmunohistolégica del Ag & A, B, C v [): protoscélex de E, gronulosus, 1000%. t: tegamento.

P pardnguima. g ganchos. vi venlosas, cc: corpdsculos caledreon. ped: pediculo
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(MU MO AL LA 135 ANTTHGENG B3

Al ernplesar en la inmunelocalizacidén el antisueroc monoeapecifico
Anti-B, 22 chserva como a nivel de 1as membranas gquisticas ¥ de
los protoscdlex la localizacitn del Ag B es esencialmente idéntica
a le descrite pAra el Ag O (Fig Gl

La tnica diferencia notable es la falta de marcaje a nivel de los
protoacslex depenerados (Fip 66-A v £46.8),

IBRAL IO O AL ACTION CON EF, ANTISUERCY ANTI
ANTIGENDS PARASITARNIS MAYOHRITARI DS

Cuande e emplea como primer anticuerpo un antisuvero
poliespecifico diripido contra lps anligenos parasitarios mayeri-
tarios {(Anti-AgP) obtenide por la inmunizacidn con liguido
hidatidice purificado ¥y que reconoce simultaneamente el Ag 5 ¥
&l Ag B, 8¢ observya £l marcejc de nuaevas estructures ademds de
las gque va eran reconocidas por les dos antisueros monocespecificos.

& nivel de la vesiruing hijas el Anti-AgF reconoce arfdemds de Ia
membrana pgerminativa, Io membrana 'aminzar, poediendoe ob-
servarse coma las diferentes intensidades de mareaje dibujan
perfectameante las laminaciones de csta (Fig 6TA).

Los “detritus” presentes en el contenido de las vesiculas proliferas
son también intensamente marcades (Fig 67-B), al iguaal que ya
1z eran los protosedlex depeonerados,

A nivel de los protogedlex, la mayor intensidad de maorcaje so
entcuenttra tamhbidn localizgdsa a nivel del parénguima, poroe se
ohserva un refuerzo de esto en la periferin de los corpisculos
etalcdareas (Fig 67-C y 87-1), Ne son reconocidis las estructuras
musculares, ni les ganchos, ni el tegumento, sunguce se observa
un marcaje impartente situndo en la periferia de este que co-
incidiria en su diapesicidn con la del glicocalix {Fig 87-D).
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