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BlEsU L TADNDS Inmunolacalizacidn

LOCALIZACION INMUNOHISTOLOQGICA DE
LLAS FRACCIONES ANTIGENICAS

La obtencidn ¥ posterior pracesamiento de vesiculas proliferas v moem-
brenas guisticas de procedencia humana, permitié disponer de prepa-
racichies histoldgicaos dtiles para ser empleidas comoe antigencs
particulados sobre los que localizar, a nivel estructural »
ultregestructural, las fraccignes antiginieas mayoritarias de £,
gFranulfosus {(Ag 5 ¥y Ag B,

Poara e inmuneclocahizacidén se emplegron les gntizueraos mono ¥
poliespecificos aobtenidos previomente por inmunizaciton de animales de

experimentacidn.

Previemente a la inmunolecalizaciom se precisaron estudios morfoldgicos
que permitiesen conocer, a rivel estroctural vy ualtroesiructaral, fos
diferentes estructuras presentes en las formas larvarias de F.
granulosus.
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ESTRUCTURA DE L. granulosus POR
MICROSCOPIA OFPTICA

Le observacitn microsctpica de los cortes histoldpicos que se han obtenida
a partir de quisies hidatidicos hepdticos previomente fijodes en formol
e incivideo=z en parafina permite, tres un proceso de desparalinizacian,
rehidratacidn y tineidn, la ebservacidn morfoldgica ¥ ] estudia es-

trucrtural de 1a faze larvaria del pardsito.

A peguernios auvmentos, €l metacestode, se observa formado por una
cavidad guistica incluidoa dentro del parénguima hepéatico, redeadn por
tejido fibroso, ¥y gue contiene en su interior, abundoantes “deteitus” ¥
protoscdlex libres, a la ver gue numerogsas formaciones gquishicas menoares
oot gran himerg de protoscdlex.

Trataremos separadamente los observaciones refercntes a 1 18 estruc-
ture del guizste hidatidies madre, 182 reaceién desencadencdn on los
tejidos del hospedador, le estructura de las vesiculas proliferas ¥ por
ultimo lo cstructura de los protosedlox.

ESTRUCTURA DEL QUIISTE HIDATIHNCD

El guiste hidatidico 58 sbserva formade por unig fino membrana
inlerna {membrana germinativa) gque se¢ obscrva rodeadsa de una
membrans mas externa dispuesta en capas egnedentricas (mem-
brana laminar).

Aguallas tinciones espocialimente aptas pars destacar la crometing
nuclear, como sen la tineidn do hematoexilinga-caosina ¥ I8 tincidn
de Mayv-Grinweaeld-Giemsa, revelan la prescncia de numerosos
nucieos asociados p lo membrana germinativa, ¥ confirman, por
atro lade, ia naturaleza onhista de la membrana laminar.

El emplen de tinciones tricrédmicas, como el tricrdmico de Masson,
¥ o tincidn de Papanicolaoy, permiton distinguir a nivel de 1n
membrana Inminar lag aposicidn de madltiples sapas concéntricas
con diferentes carncteristicgs tintoriales (Fig 41
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Figura 41. Estructuracién de la membrans laminar on capas coneéntricas. Tincidn
de Papanicolacu. 320 x.

La tinecidn del dcido periddico-Schiff, revela la presencia de ma-
terial PAS positivo tanto a nivel de la membrana laminar como
a nivel de la germinal. La reaccién PAS positiva a nivel de la
membrana laminar s muy intensa, no se ve afectada por la
digestién con diastasa y es también tefiida por el azul alcian,
mientras que la reactividad a nivel de la membrana germinativa
es mas irregular ¥y se vuelve préacticamente inaparente tras el
proceso de digestién con diastasa.

Mientras gue &l grosor de la membrana germinal s muy cons-
tante gquedando limitado al de una monocapa celular, el grosor
de la membrana laminar 8 muy variable, soliendo increamentar
paralelamente al incremento de volumen de los quistes observa-
dos.
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REACCION 12E LOS TEJIDODS GEL HOSPEDADDR

El aspecto histoldgico gue presenta el tejida hepatico gque englobs
la formacidén guistica ez muy variabkle, pero ee cariecteriza por
una alteracidn det lobulillo hepiéitico ¥ lo prescncia de una mar-
cada reoeccidn inflamatorin de tipo erdnico, no exudativa, con
infiltracidn mononuclear ¥ ¢asindfila, ¥ con impertanie respuesta
proliferativa fibrobhigstics gue rodea sompletamente gl
metacestodoe (Fig 42).

El parénaquima hepdtion slejado e la lfesidn se observa aparen-
temente sang y las lebulillos hepdAticos bien estructurados,
visunalizandose claramente los sinusgides hepaticos delimitados
por los hepztocitas dispuestes en placas radiales alrededer de
una vena centrolobulillar,

En las areas contigouas g la lesidn quistica so obhserva como el
efecto masn del guiste hidatidice comprime y desplaza al
pPErénquima hepatico, perdigndese la estruecturacidn hexagonal
de Jos lobulillos hepdticos ¥ In disposicion radial de los hepatocitos,
que s¢ obscrvan dispucstos como mMEsas desorganizadas gue
delimitan sinuspides irregulares incapaces de conectar un espacio
poria con la vena ecntrolobalillare,

La reacmdn infMamatoria te ovideneia como una drca mas o
mengs gragsa con células linfomonoeitarias, fibroblestos ¥ abun-
dante tejido conectivo, que envuelve complaetnmente al pardsito
e intenta dizlario del pRrénguime sEDG.

En la zona mos periférica de la reaccidn, se observa la presencia
de numerasos eflulas linfomenocitarias (macrofagos, linfocitos ¥
célulos plasmiticas) oasocindas B polimorfonucleares de tipo
enzsindhle ¥ fibroblastos. Conforme nos acercemos a lg pored
gquistica se aprocia una progresiva disminucién de las célules
linfbmoncocitarias y un incremento de Mbroblastos, para final-
mente, ¥ va en intimo contocto con 1o membroana laminar, ohserver
utia gruesa pared fibrozsa en la gue, mediante tinciones
trierémicas, se evideneia la presenecia de una gran ¢antidod de

fibroa deo coldgena.
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Figura 42, Membrana adventicin o periguisticn. H: tejido hepitics, RI: reaccitn
linfomonecitaria, BF: reaccién fibrosa. Tincién de Papanicolaow. 40x.

El grosor de la reaccién fibrosa, o membrana adventicia, es muy
variable, y esta en funcién del tamaneo del quiste ¥
presumiblemente de su antigliedad.

En algunas ocasiones se ha observado el depésito de sales de
ecaleio a nivel de areas limitadas de la membrana adventicia,
aungue nunca s& ha visto una calecificacidn completa de la mis-
ma.

ESTRUCTURA DE LAS VESICULAS PROLIFERAS

Las wvesiculas proliferas se observan delimitadas por una fina
membrana nucleada (membrana germinativa) que define una
cavidad quistica, en cuyo interior se observan numerosas es-
tructuras parasitarias (protoscdlex) ¥ restos degenerados de estas.
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La membrana germinativa se observa formada por una monocapa
celular en la gue no pueden diferenciarse espacios celulares
delimitados.

Los nicleos se aprecian dispuestos en un estrato dinico v situados
en el exterior de la formacidn gquistica. Tan solo en determinadas
ocAasiones 8o observan acumulos nucleares gque, dispuestos en al
exterior de la vesicula, parecen ser responsables del proceso de
invaginacidén gua se inicia a nivel de la pared de esta (Fig 43).

Figura 43. Acumulos gelulares en ol exterior de las vesjeulns proliferas. Tineién de hamatoxilina
wosinn. BOD x.
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La linealidad de la membrana germinativa se ve interrumpida
en los puntos de unidn con los protoscdlex (Fig 44). A este nivel
se observa una mayor proporcién de nicleos y la proyeccidén, a
modo de pediculo, de la membrana germinativa, la cual va a
continuarse con el tegumento del polo posterior de los protoscélex
s8in gque pueda observarse solucidn de continuidad alguna.

Figura 44. Pediculo de unién entre protescilex membrans germinativa.
Tinelén de hamatoxilina ecsina. S,

A nivel de la membrana germinativa, las tinciones de glicidos
revelan la presencia de material PAS positive parcialmente
digerible por la diastasa. Estos depdsitos de glucdgeno son irre-
gulares y presentan un tamafio ¥y una disposicién muy variable,
aungue suelen concentrarse en aquellas areas con mayor densi-
dad de nicleos (Fig 49-B).

1
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En el interior de las vesiculas proliferas se observa gran canti-
dad de protoscdlex viables (cuya estructura serda tratadsa a con-
tinuacidon), protoscilex depgenerados o necrdticos ¥ numerosos
“detritus”.

Los protoscolex degenerados se observan como “sombras” de los
pardésitos en las que pueden reconocerse la presencia de algunos
ganchos vy ¢l actiimulo de numerosos niicleos picndticos (Fig 45).
Tanto los protoscdlex degenerados como log “detritus” poseen
caracteristicas tintorinles PAS positivas (Fig 49-B), son tefiidos
por &l azul aleian (Fig 49-I) ¥ no pierden la PAS positividad tras
el proceso de digestién con diastasa (Fig 49-C).

Figura 45. PV: protoscdlex viable. PD: protoscdlox degenerado. Tincidn de
May-Grinwald - Gioman. 400,
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ESTRUCTURA DE LOS PROTOSCOLEX

La morfologia del protoscélex y su estructura general es bien
conocida, pudiendo diferenciarse claramente dos regiones o zo-
nas: la regidon del escdlex gue contiene la corona de ganchos v las
ventosas, y la regidén del soma. Ambas regiones estdn delimita-
das por el tegumento.

En el interior de las wvesiculas proliferas, los protoscilex, se
encuentran en su gran mayoria con la regidn del escdlex

Figura 46. A: Protescdlex invaginade, B: protoscdlex en fase de evaginacidn. oir orificio de
invaginacidn, ¢i: canal de invaginacidn, vi ventosas, g ganches, & tegumento. Tincldn dae
hamatoxilina sosinn, 800 x,
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invaginada en el interior de la regién del soma, la cual presenta
en 8u extremo apical un orificio por el que, a modo de dedo de
guante, se introduce la regidén del escdlex, observandose en los
cortes histoldégicos un canal de invaginacién gue acaba en la

corona de ganchos y esta delimitado lateralmente por las ventosas
(Fig 486).

El tepumento se presenta, A microscopia optica, como una capa
de caracteristicas tintorinles aciddéfilas, que delimita completa-
mente al pardsito. En ella no se pueden diferenciar espacios

celulares, ni en su espesor se aprecia la presencia de estructuras
nucleares.

Figura 47. Protoscdlex invaginado, T: togumonto, Tinecidn de Papanicolaou.
B

La superficie externa del tegumento presenta, tanto en la regidén
del soma como en la del escédlex en el caso de protoscédlex
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invaginados, unas caracteristicas tintoriales particulares, que se
observan a modo de fina cubierta PAS positiva (Fig 49-A v 49-B),
que no se afecta por la digestién con diastasa (Fig 49-C), que se
tifie ligeramente con el azul alcian {(Fig 49-1D) v que retiene sales
de plata cuando se efectiian tinciones argénticas para fibras de
reticulina (Fig 48).

Figura 48. Protoscolex invaginade. G: glicocalix. Tincldn argéntica para fibras de
roticulina, Aldx.

A nivel del parénguima de los protoscdlex se observa una distri-
bucidén irregular de los midcleos celulares (Fig 46), gque se eviden-
cian especialmente econcentrados en la regién del escdlex, con-
cretamente en Ila zona correspondiente a las ventosas y al
drea de implantacién de la corona de ganchos. En la regidn del
soma losg nibcleos estdn mucho mas dispersos y esencialmente
loealizados en el drea subtepumentaria.



Figura 49. Tinclones de proteoglucancs. A y B: tincién del acide periddico-Schifl (PAS), 1000x y 400x. C:
tinclén de PAS tras digeslidn con diastass, 400x. [ tincidén de azul alelan pH 2.6, 400,
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La tincidén del ficido periddico-Schiff revela, en el parénquima de
los protoscdlex, depdsitos de material PAS positive especialmen-
te asociados a las areas musculares de las ventosas v el Area de
implantacién de la corona de ganchos. También destaca la PAS
positividad de las areas cercanas al pediculo, la presencia irre-
gular de acumulos PAS positive dispersos por el parénguima y
una fina capa de material PAS positive que contornea el
tegumento por su cara interna (Fig 49-A). El material PAS posi-
tivo del parénguima reduce marcadamente su reactividad tras la
digestiéon con diastasa (Fig 49-C) y no se observa que el azul
alecian tifa ninguna estructura parenguimatosa (Fig 49-D).

Los ganchos de los protoscélex presentan una morfologia tipica,
¥y unas caracteristicas tintoriales particulares que los diferencian
del resto de estructuras parasitarias.

Figura 50. Protoscdlex invaginade. Tincidn de kinyoun, S00x%.

S0
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Los ganchos, tras ser coloreados por la fuesina resisten a la
decoloracidn con una solucidn de aleohol deidoe (Fig 50) v ademads,
tienen una gran capacidad para reducir las sales argénticas del
reactive de Gomori-Grocott (Fig 51).

Figura B1. Protoscdlex inveginado. Tincidn argéntica de Gomori-Grocott, S00:x,

28]
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ESTRUCTURA DE E. granulosus POR
MICROSCOPIA ELECTRONICA

La abservaritinn por micrascopin slactrinica de los cortes ultrufings gue
se hon obtenide a partir de vesiculas proliferas fértiles previgmente
fijadas en una solucidn de paraformaildehido ¥ glutaraidehido e incluides
cn Lowicryl® K4Mb permite, tras un contrastado con acetato de ueanila
¥ cilrato de plomo, la observacidn morfoldgica a nivel ultrasctructursl
de los principales componentes presentes en las vesiculas proliferas y
los protoacdlex de E, grarufosusz,

LCLTHRALSTRUCTLRA DE LAS VESICULAS PFROLIFERAS
I.es vesiculas preoliferas se obhservan como una cavidad guistica
Qur conticne ¢nn su inlerior orotoscedlex ¥ oabundantes “detrites™
y asta delimitada por vuna pared eplular en sincitio {Membrana
perminatival, gue e continun con el tegumenta de los protoscdlex
g treveés de un pedicule gue log une,

A nivel de Ia membrana germinativa se pueden distinguair cla-
remente dos regiones, una germinativa ¥ otra canectiva (Fig 32).

Le regidn germinativa es un sincitic gelular en el gue se puaeds
distinguir uwn citoplasma dizstal o también Nlameds sinecitizgl, que
Bin separacioncs celulares bordea toda Ta cevidad guistica, ¥ un
citoplesma perinuclenr gue cngloba a los niclecs celulares ¥ esta
intereomunicadn con el eiteplasima sincitial a travéz: de unnos
puentes citoplasmatices (Fig 52),

El citoplasma sinecitial presenta numercsas prolongaciones
citeplasm éticas dipitiformes gue 52 proyectan hacia o 1oz guistica
{omicratriguias), ¥ cata formads por unp matriz hemogénaa gue
contiene pron abundancia de vesiculas de variog tipos,

El citoplosmo perituclear se chceuentrad &1 €1 exterior de la co-
vidnd guistica ¥ estna rodeado por la regidn conectiva, engloba al
rmicles ¥ en el pueden distinguirse alpunas endomembranas.

02
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Figura 52 A. Ultrasstructura de la membrans germinativa de una vesiculs prolifera.
Barra; lpm.

EXTERIOR CAVIDAD

INTERIOR CAVIDAD

Figura B2 B. Representacidn esquemiitica de la figura 53 A. RO: Reglén germinativa, RC:
regitn conectiva, C5: eitoplasma sineitial, ep: cltoplasma perinuclear, pe: pusnts
citopldsmdtico, n: nucleo, m: microtriquins
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Figura 63 A. Ultrasstroctura de la membrana germinativa de una vesfeula prolifera.
Barra: 1pm.

EXTERIOR CAVIDAD

INTERIOR CAVIDAD

Figura 53 B. Repressntacidn esquembtica de la figura 53 A. RG: reglén germinativa, RC:
regidn consctiva, c: citoplasma sincitial, m: microtriguias. @@ tdbulo,
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La regitn conectiva roden completamente lp superficie externa
de la cavidad quistica ¥ enploba en su espesor al citoplasma
perinuclear {Fig 562} Esta compucsta esencialmente por elemen-
tos endomembranosos ¥ restos celulares, pungne en ocasiones sg
pueden distinguir claremente en su espesor lp presenciea de fi-
bras mu=scelares ¥ estructuras tubulares pertenecientes al sistema
excretor (Fig 53

La observacidn ulitracstructural del pedicule de unidn entee la
membrana germinativa de los vesiculas proliferas v oz protoscalax
roveln una contingidad absoluta entre ol citoplasma sinhagitial de
la membrana ¥ et del protoscdlex (Fig G4). A nivel del pedicula,
en la zona externa del guiste, = aprecia una mayor proporcidn
de estructnras nuclesres ¥ 1o presencie de numeroscs tubualos del
sislemno excretor {Fig G4 y §5).

INFERIOR CAVIDADL

Figurs £4 A Boprostnlacion cegsecmétios del pedicula de unién entre peotoscélox y
woulculn proltfern. B membrono germinntiva, TG tego me o, £5! ¢l loplidoia sinellind,
n! ndeles, 1 Wbulo, m: miceotriguine, oz Tibres muzculores.
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Figora 54 B. Ultrasstroctura del pediculo de unidn entre protoscdlex y vesfculas proliforas. Microfotogralias corres-
pondientes n porciones del esquema ropresentado en ln figura 54 A. Barra: 1pm,
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INTERIOR CAVIDAD

Figura 556 A. Representacidn esquemiitica del pedicule de unidn entre protoscdlex y
vesfcula prolifera. MG: membrana germinativa, TG: tegumenta, C8: citoplasma sincitial,
n: midcleo, & tdbulos, m: microtriguias, fm: fibras musculares.
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Figura 55 B, Ultraestructura del pedieuls de unidn entre protosstlex y vesionlas proliforns. Microfotografine
correspondientss a porciones dol esquema representado en la figura 55 A. Barra: 3pm.
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UL-THRAESTHRUCTURA DE LOS PROTOSCOL.EX

A nivel]l nltracstructural los protoscolex de . grarcicsus se ob-
gervan delimitado: por un tegumentos de earocter gincitial que
recubre exlernaments nl pardgsito, ¥ englaobo en 61 interior un
parénguima sumamente laxe, pobre en elementes celulares, con
pbundente substancia fundamental ¥ muy escasas fibras

conectivas,

La ultraestructura de los protoscdlex gueda reflejade en las
fipures 56 ¥ 57, en las gue se represchlon esguemdbgticamente, o
diferentes aumentos, el eonjunto de las estructuras obeervadas
en cortes ultrafines de protoscdlex de E. grgnufoses, BEn la fipgura
57 2e representn también una porcidn de membrana germinativa
de la vesicula praolifera.

TEGUMBENTO

E! tepumento de los proteseslex, al iguzl gue Ina membrana
germinativa {Fig 52 » 57), es un sincitic celular on el gue sc
puede distinguir un gitopilasma sincgitial ¥y wun sileplasma
perinuclear intercomunicados a través de puentes citoplas-
maticos (Fig 566 v 67

El citoplasmao sitficilial conticne gran variedad de wvesiculas,
grinules de difcrentes Lipos, mitacondrias ¥ otros endomembranas
(Fig 5B}, mientras que en ¢l citoplasma perinuclear se encucntra
el mdeleo de la edlula.

Le superficie externag del tepumento s¢ encuentra recubhierta de
numeroses microtriquins que adoptan dos morfolopias caracte-
riaticas sumoamente diferentes (Fig 59). La regidn del soma pre-
aenta ias microtriguins en farma de peqgueries clevaciones con un
casquele clectrodoenso, micntros gue en la remian del escdlex las
microtriguias prosontan una bacga ceping clectradensa gque des-
cansa sobre una basze ploans.

20E
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