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RESUMEN

El objetivo de esta memoria de titulo fue localizar las IgGs presentes en la capa
germinal de quistes hidatidicos fértiles e infértiles, en diferentes compartimentos celulares
(fraccion nuclear cruda, mitocondrial, microsomal y sobrenadante), por centrifugacion
diferencial, inmunoblot e inmunohistoquimica. Ademas, se purificé la fraccion nuclear
cruda por gradiente discontinua de sacarosa, para comprobar presencia de 1gGs en nucleos
purificados.

Los resultados de esta investigacion, muestran la obtencion de una fraccion de
nacleos aislados (fraccion enriquecida en nucleos) con un alto grado de pureza. En aquella
obtenida de quistes hidatidicos infértiles se observé alto contenido de inmunoglobulinas de
bovino no asi en nucleos aislados de capa germinal de quistes fértiles o protoescolices,
ademas las inmunoglobulinas bovinas presentes en quistes infértiles se localizaron en la
region perinuclear. Estos resultados permiten concluir que es posible obtener una fraccion
enriquecida en nucleos de los quistes hidatidicos y que las IgGs ingresan a todos los
compartimentos subcelulares de la capa germinal de quiste hidatidico infértil asociandose
principalmente a la region perinuclear, considerado que esta localizacion sélo se encuentra

en quistes infértils, podria asociarse al proceso de infertilidad.
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INTRODUCCION

La hidatidosis es una zoonosis parasitaria de distribucién mundial y de alta
prevalencia en zonas ganaderas. Es producida por las formas larvales del gusano
Echinococcus granulosus, que en su forma adulta parasita a canidos y otros carnivoros
(hospederos definitivos), que la transmiten al hombre y a mamiferos herbivoros. En estos se
desarrollan quistes, principalmente, en higado y pulmones. Los quistes hidatidicos se
clasifican en feértiles e infértiles, segun su capacidad de producir protoescélices, forma del

parasito infectiva para canidos.

Paredes (2000) encontrd en la capa germinal de quistes hidatidicos, un conjunto de
proteinas entre 25 y 27 kDa, identificadas como fragmentos de inmunoglobulinas. Uno de
estos fragmentos de 27 kDa, sélo se encuentra en quistes infertiles, lo que hace suponer
que una respuesta inmune del hospedero actla sobre la capa germinal de los quistes,
afectando su fertilidad. Por otra parte, Cabezdn (2002) en la busqueda de proteinas
marcadoras de fertilidad encontrd, en fracciones subcelulares de capa germinal de quiste
hidatidico, particularmente, en una fraccion nuclear, parcialmente purificada, proteinas con

movilidad electroforética similar a cadenas livianas de 1gGs.

En esta memoria de titulo se pretende localizar las 1gGs presentes en la capa
germinal de quistes hidatidicos fértiles e infértiles, en diferentes compartimentos celulares,
por centrifugacién diferencial, inmunoblot e inmunohistoquimica. Ademas, se purificé la

fraccidn nuclear cruda por gradiente discontinua de sacarosa, para comprobar presencia de
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IgGs en nucleos purificados. En el presente trabajo se obtuvo un aislado de nucleos de capa
germinal de quiste hidatidico con un alto grado de pureza. En esta fraccion nuclear
obtenida de quistes hidatidicos infértiles se observé alto contenido de inmunoglobulinas de
bovino. Por el contrario, nicleos aislados de capa germinal de quistes fértiles o
protoescolices mostraron baja o nula proporcién de inmunoglobulinas respectivamente.
Mediante inmunofluorescencia, las inmunoglobulinas bovinas presentes en quistes
infértiles se localizaron en la regién perinuclear. Estos resultados permiten concluir que es
posible obtener una fraccion enriquecida en nicleos de la cara interna de los quistes
hidatidicos y, por otro lado, que las IgGs ingresan a todos los compartimentos subcelulares
de la capa germinal de quiste hidatidico infertil asocidndose principalmente a la region
perinuclear, considerando que esta localizacion s6lo se encuentra en quistes infeértiles,
podria estar asociado al proceso de infertilidad. Los resultados aqui presentados ayudaran a
comprender las bases celulares y moleculares implicadas en la determinacion de la

fertilidad en los quistes hidatidicos de E. granulosus.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La hidatidosis es una zoonosis parasitaria de distribucién mundial. Alcanza una alta
incidencia en paises tales como Argentina, Uruguay, Chile, Australia y Nueva Zelanda. En
Europa, se encuentra, fundamentalmente en Grecia, Italia, Portugal y Espafia (Sanchez et
al., 1997). En Chile, esta parasitosis, es la segunda causal de decomisos de visceras en
mataderos después de distomatosis. Para el afio 2004, el decomiso de visceras por
hidatidosis fue de 24,12% en bovinos (SAG, 2000), 2,26% en ovinos, 9,27% en caprinos,
0,64% en porcinos, 5,66% en equinos y 1% en camélidos (SAG, 2000). El decomiso del
animal completo, se aplica en el caso de hidatidosis muscular u 6sea. Segun datos obtenidos
del MINSAL (2005) en el afio 2002, hubo un total de 1117 egresos de pacientes humanos
con hidatidosis desde hospitales. Sin embargo, sélo se notificaron 337 casos al Ministerio
de Salud, lo que indica un importante grado de subnotificacion de ésta patologia (MINSAL,
2005). En el afio 2004 las notificaciones por hidatidosis llegaron a 335. La mortalidad se ha
mantenido estable en aproximadamente 0,2 por cien mil habitantes (35 muertes anuales

aproximadamente) y la incidencia en un 2,4 por cada cien mil habitantes (MINSAL,2005).

El principal efecto producido por esta parasitosis en la salud animal es de tipo
econdmico, por decomiso de visceras e incluso decomiso de animales completos. Ademas,
se ha determinado que en animales fuertemente parasitados, se produce una alteracion
quimica de la carne. En Bulgaria se ha demostrado que en ovinos con hidatidosis la

cantidad de lana y peso corporal de los animales se reduce en un 20 a 30%. Estudios



realizados en Rusia indican que bovinos infectados tienen un rendimiento menor en 4 kilos

de carne y 2 kilos de grasa por animal (Gonzélez et al., 1981)

E. granulosus es un endoparésito perteneciente al phylum Platelminto; clase Cestoda;
orden Cyclophylloidea; familia Taenidae y género Echinococcus (Thompson y Lymbery,
1988). Es un cestodo pequefio que mide entre 2 y 7 mm de longitud. En el extremo anterior
tiene un escolex con un rostelo evaginable y una doble corona de ganchos. El escélex se
continta en un cuello corto al que se unen 3 & 4 proglétidas, de las cuales la primera es
inmadura y la ultima gravida cargada de huevos (Georgi y Georgi, 1994; Sanchez et al.,

1997).

Este parésito se caracteriza por poseer un ciclo de vida indirecto, que involucra a
carnivoros (principalmente el perro) como hospedero definitivo, y a mamiferos no
carnivoros como hospederos intermediarios (ovinos, bovinos, y otros herbivoros) ademas

del hombre (Thompson y Lymbery, 1988).

En el hospedero definitivo el gusano se aloja a nivel del intestino delgado, pudiendo
sobrevivir por mas de 20 meses. Las proglotidas gravidas y los huevos que se desprenden
del gusano adulto se eliminan con las heces contaminando el ambiente. Los huevos, al ser
consumidos por un hospedero intermediario liberan un embrién, que atraviesa la pared del
intestino delgado, alcanzando distintos dérganos blanco, fundamentalmente pulmén e
higado, mediante transporte pasivo via sanguinea o linfatica (Garcia y Bruckne, 1993). En
estos 6rganos, comienza la formacion del estado larval del parasito, conocido como quiste

hidatidico, que genera protoescélices, forma del parasito infectante para canidos. El ciclo
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se cierra cuando el hospedero carnivoro ingiere visceras de un hospedero intermediario que

contiene quistes con protoescélices en su interior.

El quiste hidatidico es esférico, de 2 a 5 cm de didmetro, aunque en algunas ocasiones
alcanza mayores dimensiones. En su cara externa, esta constituido por una capa fibrosa y
gruesa, llamada capa adventicia, la que es generada por el hospedero intermediario. Hacia
el interior del quiste y adosada a la capa adventicia, se encuentra una capa acelular
estratificada blanquecina, llamada capa laminar. Finalmente, hacia el lumen del quiste se
encuentra una capa celular, denominada capa germinal. Estas Ultimas capas son de origen
parasitario (Thompson, 1976). La capa germinal posee una estructura compleja que puede
dividirse en 3 regiones; el tegumento que es el borde exterior y mide aproximadamente 1,5
um de espesor emite prolongaciones denominadas microtrichias hacia la capa laminar y
estd cubierto por membrana plasmatica. Hacia el lumen del quiste se encuentra una region
citoplasmatica sincicial nucleada. La tercera region es la mas interna y en ella se describen
5 tipos celulares distintos; células musculares, glucogeénicas, lisosomales, flamigeras y de
conducto (Coltorti y Varela-Diaz, 1978). Las células de la capa germinal, producen la capa
laminar, y un exudado que se vierte en la cavidad del quiste (liquido hidatidico). A partir
de las células de la capa germinal, se originan los protoescolices, que se pueden encontrar
libres en el liquido hidatidico constituyendo la denominada ’arenilla hidatidica’’. Un

quiste puede contener cientos de estos protoescélices (Romero, 1999).

En los hospederos intermediarios se pueden presentar dos tipos de quistes

hidatidicos: fértiles, aquellos que contienen protoescélices en formacion unidos a la capa



germinal y protoescdlices libres en el liquido hidatidico; o infértiles, cuya capa germinal y
liquido hidatidico no presentan protoescolices. Estos Gltimos son incapaces de infectar al
hospedero definitivo y en consecuencia no contindan el ciclo de vida del parésito. Los
mecanismos involucrados con la fertilidad e infertilidad de los quistes hidatidicos ain no

han sido dilucidados.

El diagnostico actual de la hidatidosis en humanos, estd fuertemente marcado por los
estudios de iméagenes, como la ecotomografia, tomografia axial computarizada y
radiografia, entre otras. También, se utiliza el estudio serolégico, pesquisando la presencia
de anticuerpos a través de distintas tecnicas, siendo la mas comin el test de ELISA

(Canales et al., 1994).

El tratamiento del quiste hidatidico es quirdrgico, aunque también se ha dado paso a
tratamiento farmacologico y a la puncion, aspiracion, inyeccion de protoescolicida y
reaspiracion del quiste. Sin embargo, ninguno de estos tratamientos es totalmente
satisfactorio; la cirugia presenta altas tasas de recidiva, con riesgo de ruptura del quiste y
produccién de una hidatidosis secundaria o de un “Shock™ anafilactico. Por otra parte, los
tratamientos en base a farmacos, no siempre son exitosos, ademas de ser costosos y largos.

Finalmente, no todos los quistes pueden ser puncionados (Apt et al., 1996).

A la luz de estos datos se hace necesario investigar los procesos que definen la
fertilidad de los quistes, y proveer de informacion que posibilite la preparacion de nuevos
ensayos diagnosticos de esta enfermedad. Paredes (2000), buscando marcadores de

fertilidad en E. granulosus, encontrd en capa germinal de quistes hidatidicos infértiles, una

6



proteina de 27 kDa que esta ausente en capa germinal fértil y en protoescolices y que
corresponde a un fragmento de cadena liviana de inmunoglobulina. Estudios realizados por
Varela-Diaz y Coltorti (1973) sefialan la presencia de inmunoglobulinas del hospedero en
la capa germinal y liquido hidatidico del quiste. Estos antecedentes hacen suponer que el
hospedero intermediario monta una respuesta inmune humoral, que eventualmente deriva
en la infertilidad de los quistes. El sistema inmune celular no puede actuar al interior de los
quistes hidatidicos, debido a que éste se comporta como una barrera semipermeable que
impide el ingreso de células a su interior (Ferreira et al., 2000). El sistema del
complemento esta inhibido al interior del quiste (Ojeda y Mora, 1988); por lo tanto, las
inmunoglobulinas presentes en su interior, deberian realizar su accion en forma

independiente del sistema inmune celular y el sistema del complemento.

Existen antecedentes que sefialan que inmunoglobulinas podrian ingresar al interior de
las células y ejercer su accion a través de la induccion de apoptosis (Williams y Peen,
1999). En células de capa germinal de quiste hidatidico, Cabezén (2002) encontro
proteinas con movilidad electroforética similar a fragmentos de IgGs (Inmumoglobulinas
G) en fracciones subcelulares, particularmente, en una fraccion nuclear parcialmente
purificada. Por otra parte, estudios preliminares en el laboratorio de Biologia Celular y
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, han demostrado que la
apoptosis esta, notablemente, elevada en la capa germinal infértil. Como consecuencia de
lo anterior, se propone que las IgGs estarian participando en la induccion de infertilidad en
las capas germinales. En esta memoria se propone establecer un protocolo confiable de
fraccionamiento subcelular, con el objetivo de localizar y cuantificar la presencia de 1gGs

en subestructuras de la capa germinal estableciendo su localizacién subcelular especifica.

7



De esta forma se avanzaria en el conocimiento de los procesos celulares involucrados en la

determinacion de la fertilidad de los quistes hidatidicos.



HIPOTESIS

Inmunoglobulinas inducidas por el parésito en el hospedero intermediario atraviesan la
membrana plasmatica que separa la capa laminar de la capa germinal del quiste hidatidico

y se localizan en diferentes compartimentos subcelulares.

OBJETIVO GENERAL

Localizar inmunoglobulinas en las fracciones subcelulares de capa germinal de quiste

hidatidico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Obtener fracciones subcelulares de capa germinal de quistes hidatidicos féertiles e

infértiles de bovino.

2.- Obtener una fraccidn enriquecida en nucleos de la capa germinal de quistes hidatidicos

fértiles e infértiles de bovino.

3.- Caracterizar la pureza de las fracciones subcelulares de capa germinal de quistes

hidatidicos infértiles de bovino mediante el uso de marcadores.

4.- Localizar y cuantificar las 1gGs en las fracciones subcelulares obtenidas de capa

germinal de quistes hidatidicos fértiles e infértiles de bovino.
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MATERIAL Y METODOS

1.- Obtencion de muestras:

Pulmones e higados de bovinos decomisados en la planta faenadora Lo Valledor
S.A. por hidatidosis, fueron transportados al laboratorio de Biologia Celular y Molecular
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile en bolsas plasticas dentro de cajas
aislantes. Se realiz6 una primera clasificacion visual de los quistes verificando que no
presentaran indicios de abcedacion ni calcificacion, que presentaran consistencia blanda y
un tamafo no inferior a 3 centimetros de diametro (Paredes, 2000). Con el objetivo de
mantener las condiciones de esterilidad, los quistes fueron desinfectados externamente con
alcohol yodado y disecados bajo una camara de flujo laminar con instrumental quirargico
estéril. De esta forma, se obtuvo capa germinal mediante un lavado con PBS estéril, un
raspaje suave de la cara luminar del quiste con ‘’Rubber Policeman’’ y una resuspension
en PBS estéril; el material fue recuperado con pipetas Pasteur y depositado en tubos
Eppendorf. Para determinar la fertilidad o infertilidad de los quistes, se observo, mediante
el uso de un microscopio oOptico y aumentos de 100 y 400x, la presencia o ausencia de
protoescdlices en el liquido hidatidico y en la capa germinal, asi como presencia de yemas
que originan protoescolices. También se considerd el color y grosor de la capa germinal
debido a que la capa germinal de quistes fértiles generalmente presenta un color
blanquecino y un mayor grosor que la capa germinal de quistes infértiles (Bortoletti y
Ferreti, 1978).

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 800 x g por 5 minutos a 4°C en
una centrifuga refrigerada Hettich Mikro 22. Luego la capa germinal sedimentada fue

pesada y homogenizada en un homogenizador Potter Elvejhem, dando 50 golpes a 1400
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rpm a 4°C (Santos, 1979) en tampon A (Tris HCI 0,05 M; KCI 0,025 M; MgCl, 0,03 M;
CaCl, 0,002 M y Sacarosa 0,32 M) en presencia de inhibidores de proteasas (EDTA 1 mM;
TLCK 0,5 mM; PMSF 5 mM; Aprotinina 5pg/ml). Se utilizé una relacién de 7 ml de

tampon A por cada gramo de capa germinal.

2.- Fraccionamiento subcelular de homogenizado de capa germinal por centrifugacion
diferencial:

Homogenizados de capa germinal de quistes fértiles e infértiles fueron
centrifugados a gravedades crecientes de forma secuencial, para obtener diferentes
fracciones subcelulares segin lo descrito por Durham y Galanti, 1974; Durham et al.,
1975; Lopez y Galanti, 1976; Santos, 1979, con algunas modificaciones para la obtencion

de la fraccion enriquecida en ndcleos. Todo éste proceso fue realizado a 4°C.

2.1. Obtencion de fraccion nuclear cruda (FNC):

Para la obtencidon de la fraccion nuclear cruda, homogenizados de capa germinal de
quistes fértiles e infértiles fueron centrifugados a 650 x g durante 15 minutos a 4°C en una
centrifuga refrigerada Hettich Mikro 22. El sedimento obtenido, correspondiente a la
fraccion nuclear cruda, fue lavado 2 veces mediante resuspensién en tampon A y
centrifugado nuevamente a 650 x g por 15 minutos. A partir de esta fraccion se obtuvo
posteriormente la fraccion enriquecida en ndcleos, como se indica en el punto 2.4. El

sobrenadante fue utilizado para obtener la fraccién mitocondrial.
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2.2. Obtencion de fraccion mitocondrial (FM):

El sobrenadante que se obtiene en el punto 2.1, fue centrifugado a 15.000 x g
durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada Hettich Mikro 22. El sedimento
obtenido, correspondiente a la fraccion mitocondrial, fue lavado 2 veces mediante
resuspension en tampén A y centrifugado a 15.000 x g durante 10 minutos a 4°C. El

sobrenadante fue utilizado para obtener la fraccion microsomal.

2.3. Obtencion de fracciones microsomal (Fm) y Sobrenadante (S):

El sobrenadante que se obtuvo en el punto 2.2, fue centrifugado a 100.000 x g
durante 60 minutos a 4°C en ultracentrifuga Sorvall modelo OTD 65-B, rotor T-865. El
sedimento obtenido corresponde a la fraccion microsomal. El sobrenadante corresponde a

la fraccidn sobrenadante.

2.4. Obtencion de fraccion enriquecida en nucleos (FEN):

La fraccion nuclear cruda obtenida en el punto 2.1, fue resuspendida en una
solucién de sacarosa 1,6 M en tampon C ( Tris HCI 0,05 M; KCI 0,025 M; MgCl1,0,03 M y
CaCl, 0,002 M). 1,5 ml de esta suspension se coloco sobre 1,5 ml de sacarosa 1,9 M en
tampdén C el que a su vez, se encuentra sobre 1,5 ml de sacarosa 2,2 M en tampon C.
Posteriormente, la fraccién nuclear cruda posicionada sobre estos 3 colchones de sacarosa,
fue centrifugada a 70.000 x g durante 60 minutos a 4°C en ultracentrifuga Sorvall modelo
OTD 65-B, rotor AH-650. Se retiraron las bandas formadas en las interfases 1,6-1,9 M;
1,9-2,2 M y el sedimento de 2,2 M, con la ayuda de pipeta Pasteur. El material obtenido se
lavé 2 veces mediante resuspension en tampon A 'y fue centrifugado a 2.000 x g durante 10

minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada de mesa Hettich Mikro 22.
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Finalmente, los sedimentos obtenidos se observaron mediante microscopia de luz,

para determinar la localizacion de la fraccion enriquecida en nucleos.

3.- Cuantificacion y Separacion Electroforética de Proteinas:

Alicuotas de homogenizado y de fracciones subcelulares obtenidas anteriormente
fueron resuspendidas en tampon A con inhibidores de proteasas. En estas muestras se
cuantificd la concentracion de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Luego las proteinas del homogenizado y de las distintas fracciones subcelulares
obtenidas, se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida en sodio dodecil
sulfato SDS-PAGE en camaras Mini Protean3 (Bio-Rad®) mediante el método de
Laemmli (Laemmli, 1970) modificado por Thomas (Thomas y Konberg, 1975). Los geles
fueron preparados con distintos porcentajes de concentracion de poliacrilamida para lograr
una mejor resolucion de las proteinas especificas en funcion de sus pesos moleculares.
Fueron utilizados geles de poliacrilamida SDS-PAGE 15% para la identificacion de la
histona H1 y 12% para 1gGs. Cada carril tuvo una carga de 15 nug de proteinas de cada
fraccion. Finalmente, las proteinas se identificaron por tincidn de los geles durante toda la
noche con Azul de Comassie y mediante ensayos de Western blot como se detalla

posteriormente.
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4.- Determinacion de marcadores de fracciones nucleares:

Con el objetivo de identificar especificamente las fracciones nucleares (FNC y
FEN), se emplearon 2 marcadores de estas fracciones: la cuantificacion de DNA y ensayos
de Western blot utilizando un suero hiperinmune heter6logo anti histona H1 de erizo de

mar.

4.1. Cuantificacion de DNA:

4.1.1 Extraccion de DNA:

La extraccion de DNA, se realizo a partir del homogeneizado de capa germinal, y
de las fracciones subcelulares obtenidas. De esta forma, los sedimentos de cada fraccion,
fueron resuspendidos en buffer de lisis (SDS 1%; Tris 10 mM pH 8; Aprotinina 5ug/ml;
EDTA 2 mM; PMSF 5 mM y TPCK 1 mM) hasta completar 500 pl. Se agregé 10 pl de
proteinasa K (15,6 mg/ml) y se dejé toda la noche a temperatura ambiente en agitacion. Al
siguiente dia se incubo durante 1 hora a 50°C. Posteriormente, se adiciond 10 ul de RNasa
(10 mg/ml) y se incub6 durante 1 hora a 37 °C. Luego de agregar 500 pl de solucion
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) se centrifugd a 16.000 x g por 5 min. Se
traspaso la fase superior a un tubo estéril y se agreg6 0,1 volimenes de acetato de sodio 3
My 2,5 volimenes de etanol frio 100%. Se dej6 al menos 2 horas en congelador a -20° C y
se centrifugé a 16.000 x g por 10 min, se elimind el sobrenadante y el sedimento se
solubilizé en 20 pl de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). La fraccion sobrenadante de

100.000 x g se traté de manera similar.
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La cuantificacion del DNA se realiz6 mediante la técnica de difenilamina (Burton,
1956) modificada para ser utilizada como micrométodo. Para esto, se tomaron 16 pl del
sedimento final resuspendido, correspondiente al DNA de cada fraccidén subcelular, se
agregd 84 ul de TCA 5%, 200 ul del reactivo de difenilamina (0.075 grs de difenilamina en
una solucién de 5 ml de acido acético glacial, 0.075 ml de acido sulfirico concentrado,
0.025 ml de acetaldehido acuoso) y se incub6 a temperatura ambiente durante toda la
noche en oscuridad. Finalmente, se midi6 la densidad Optica en un espectrofotdmetro
Shimadzu UV-190 a 600 nm. Como control se utilizé una curva estdndar de diferentes

concentraciones conocidas de una solucion de DNA de timo de ternero (Sigma).

4.1.2. Identificacion de proteinas especificas de fracciones subcelulares mediante
ensayos de western-blot:

Proteinas de homogenizado y de las distintas fracciones subcelulares obtenidas, se
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida en sodio dodecil sulfato SDS-PAGE
15%. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad®)
mediante una electro-transferencia himeda durante 16 horas a 50mV. A continuacion, la
membrana se bloque6 con BSA al 3% (3 gr de BSA en 100 ml de PBS-Tween 20 0,005%)
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, la membrana fue lavada 3 veces por 10
minutos en una solucién de PBS-Tween 20 al 0,005%. Para la identificacion de la proteina
histona H1 (proteina que se asocia a fibras de actina empaquetando el DNA cromosdémico
lo que la convierte en un buen marcador de fracciones nucleares) la membrana de
nitrocelulosa fue incubada durante 2 horas con un suero hiperinmune de conejo anti histona

H1 de espermatozoides de erizos de mar, gentilmente cedido por la Dra. Imtchenesky de la
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Universidad de Concepcion, Concepcidn, Chile, utilizando una dilucion 1:100 en BSA al
3%. Luego, la membrana fue lavada 3 veces por 10 minutos y se incub6 1 hora, con un
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa en una dilucién 1:20000. La
membrana fue lavada 3 veces por 10 minutos. Finalmente, en un cuarto oscuro, se realizo
el revelado de la membrana por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL Amersham® y
la pelicula Kodak® X-Omat con tiempos de exposicion variables de segundos a minutos.
Como control positivo se utiliz6 una fraccion enriquecida en nlcleos de tejido hepatico de
raton el que anteriormente habia sido probado con el suero hiperinmune de conejo anti
histona H1 de espermatozoides de erizos de mar dando como resultado la identificacion
positiva de la histona H1 en dicha fraccion. Como control negativo se utilizd 1gG

purificada de suero bovino.

5.- Identificacion y localizacion de Inmunoglobulina G:
5.1. Identificacion de 1gG bovina mediante ensayos de Western-blot:

Proteinas de homogenizado y fracciones subcelulares se separaron por electroforesis
en geles de poliacrilamida en sodio dodecil sulfato SDS-PAGE 12%. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando el mismo procedimiento detallado
en 4.1.2. La membrana de nitrocelulosa se bloque6 con una solucién de PBS+Soya al 0,5%
por 12 horas a 4°C. Para identificar las 1gGs, se incubd durante 1 hora 30 minutos con un
anticuerpo de conejo anti IgG bovina molécula completa, conjugado a peroxidasa
SIGMA®, dilucion 1:10000. Finalmente, la membrana fue revelada por
quimioluminiscencia como se explicd en el punto 4.1.2. Como control positivo se utilizd
IgGs purificadas de suero bovino y como control negativo se utilizdé 1gGs purificadas de

suero de congjo.
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5.2. Localizacion de 1gG bovina mediante Inmunohistoquimica:

Para la localizacion de IgGs bovinas en la capa germinal de quistes hidatidicos
fertiles e Infértiles, se realizaron extendidos, en portaobjetos previamente silanizados, de
fracciones enriquecidas en nucleos de ambos tipos de quistes. Los extendidos fueron
hidratados con PBS durante 2 minutos y fijados con etanol 100% durante 5 minutos.
Posteriormente se hidrataron nuevamente en 3 cambios de PBS por 2 minutos. A
continuacion, se bloquearon en una solucion de blogueo (BSA 1%, saponina 0,1% en PBS)
durante toda la noche en cdmara himeda a 4°C. Luego, los extendidos se incubaron por 2
horas en camara hiumeda a temperatura ambiente con anticuerpo de conejo anti IgG bovino
molécula completa en una dilucion 1:50 v/v en solucion de blogqueo. Los frotis se lavaron
con 3 cambios de PBS por 3 minutos y se procedio a incubar en camara hiumeda por una
hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado a
FITC (tiocianato de fluoresceina) dilucion 1:50 v/v en solucion de bloqueo. Una vez
finalizada la incubacion, los extendidos se lavaron con agua destilada y 3 cambios de PBS
por 3 minutos en oscuridad. Los nucleos de los extendidos se tifieron con tincion DAPI.

Finalmente los extendidos se montaron con un medio acuoso Vectashield.
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RESULTADOS

Para estandarizar el protocolo de fraccionamiento subcelular, se homogeneizé tejido
hepatico de raton (figura 1A) y mediante centrifugacion diferencial, se obtuvo una fraccién
nuclear cruda. Esta fraccion presenta como componente principal nucleos del tejido
hepatico, con una contaminacion menor de otras estructuras celulares (figura 1B). A partir
de la fraccién nuclear cruda, se obtuvo una fraccién enriquecida en ndcleos, mediante el
uso de una gradiente discontinua formada por dos concentraciones de sacarosa: 1,6 M en la
que se resuspende la FNC y 2,2 M. En el sedimento de esta gradiente, después de
centrifugar 60 minutos a 70.000 x g se encontrd la FEN, que presenta alto porcentaje de
nacleos y una cantidad despreciable de contaminacion con otras estructuras celulares

(figura 1C).

En la figura 2A, se observa la FEN obtenida luego de realizar una centrifugacion
diferencial de capa germinal de un quiste hidatidico infértil obtenida mediante raspado
exhaustivo de la cara interna del quiste. En esta fraccion es posible apreciar dos tipos de
nacleos de tamario diferente. Los nucleos de capa germinal de quistes hidatidicos son de
tamafio pequefo (flechas rojas), presentando un didmetro de 2 a 3 pm de acuerdo a lo
descrito por Urrea-Paris et al (1999). Los ndcleos de mayor tamafio (flechas verdes)
probablemente corresponden a células de origen bovino que se encuentran presentes en la
capa adventicia y que contaminan las muestras de capa germinal debido a la proximidad
entre las capa germinal y adventicia en quistes hidatidicos infértiles. Ademas, es posible

observar estructuras que probablemente corresponden a restos de sincicio de la capa

18



germinal y restos de capa laminar. Como control se observa la FEN obtenida desde

homogeneizado de tejido hepético de ratdn (figura 2B).

Con el objetivo de disminuir la contaminacion con células de origen bovino, asi
como de restos de sincicio de la capa germinal y de capa laminar, se procedi6 a obtener la
muestra de capa germinal de quistes hidatidicos mediante un raspado suave de la cara
interna del quiste. En la figura 3, se observa fracciones subcelulares de capa germinal de un
quiste hidatidico infértil obtenida mediante lavado con PBS estéril y posterior raspado
suave. En la figura 3A se observa que el homogeneizado de capa germinal presenta un nivel
de contaminacion similar al observado en la FEN de capa germinal de un quiste hidatidico
infértil obtenida mediante raspado exhaustivo (compare figura 3A y figura 2A); esta
observacion es indicativa de una menor contaminacion de los nucleos con otras estructuras
celulares cuando se obtiene la capa germinal por raspado suave. Asi, es posible apreciar una
notoria y gradual disminucion de contaminacion de los nucleos de capa germinal al
observar la FNC (figura 3B) y FEN (figura 3C) cuando la capa germinal se obtiene

mediante raspado suave.

Asi mismo, se procedio a comparar el patron electroforético de las proteinas totales
y la identificacion de 1gGs mediante ensayos de Western blot en capa germinal obtenida
por raspado suave o exhaustivo de la cara interna del quiste. En la figura 4A se observa el
patrén de separacion electroforética de proteinas obtenidas de homogeneizados de CGlI
obtenidas mediante raspado suave (carril 2) y exhaustivo (carril 4), asi como de CGF
obtenidas mediante raspado suave (carril 3) y protoescélices (carril 5). Las proteinas fueron

tefiidas con azul de Coomassie. Se aprecia leves diferencias en el patron electroforético de
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proteinas entre las dos formas de obtencién de CGI y entre CGI, CGF y protoescolices. Sin
embargo, el Western-blot de las mismas muestra que la proporcion relativa de IgGs es
marcadamente menor en homogeneizado de CGI obtenida por raspado suave (Figura 4B,
carril 3) que en el mismo material obtenido por raspado exhaustivo (Figura 4B, carril 5). La
capa germinal de quiste fértil presenta muy baja proporcion de 1gGs (Figura 4B, carril 4)
mientras que los protoescolices no muestran 1gGs (Figura 4B, carril 6). Como control de
carga se utilizd o actina masa molecular de 42 kDa, que fue detectada empleando un
anticuerpo policlonal de conejo anti-a actina. De los resultados se desprende que el
homogeneizado de capa germinal infértil obtenido por raspado exhaustivo tiene mayor
proporcion de 1gGs que aquellos obtenidos por raspado suave, lo cual podria explicarse por
una mayor contaminacion de 1gGs desde otras estructuras del quiste extraidas junto con la
capa germinal. Esto seria debido a la ausencia de lavado de la capa germinal, antes de ser
extraida, y a la presion del raspado . Sin embargo, cabe sefialar que el homogeneizado de
CGI obtenido por raspado suave presenta mayor cantidad de IgGs en comparacion con el
homogeneizado de CGF (Figura 4B,carril 4) obtenido en las mismas condiciones; el

homogeneizado de protoescolices no presenta 1gGs (Figura 4B,carril 6).

Una vez realizado el fraccionamiento subcelular, fue necesario demostrar la eficacia
del mismo utilizando marcadores de fracciones nucleares. Estos fueron la concentracion
total y relativa de DNA y la identificacion de histonas por electroforesis y de histona H1

mediante ensayos de Western blot, en las diferentes fracciones subcelulares.

En la figura 5 se muestra la cuantificacion total en mg de DNA extraido de

homogeneizado y de fracciones subcelulares de capa germinal de quiste hidatidico infértil
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(A) y el gréfico correspondiente (B). Se observa que la FNC presenta un 71,6% de
recuperacion de material genético total (tomando como 100% el homogeneizado); a partir
de esta fraccién se recuperd un 38,3% en la FEN. Las otras fracciones muestran cantidades

despreciables de DNA.

La figura 6 A muestra la concentracion de DNA relativa a proteinas en el
homogeneizado y en las fracciones subcelulares de la capa germinal de quistes infértiles.
En 6 B se representa la expresion gréfica de los mismos resultados. La mayor
concentracion de DNA se encontro en la FEN, que corresponde al sedimento 2,2 molar de
sacarosa de la gradiente discontinua, y en la FNC. Por otra parte la FM presenta una
concentracion de DNA considerablemente menor, aunque significativa; ésta puede deberse
a material genético mitocondrial y contaminacion con nucleos de capa germinal. La
fraccion sobrenadante presenta una concentracion de DNA similar aunque menor que la
FM, podria deberse a ruptura de algunos nudcleos y solubilizacion de su contenido.

Finalmente, la Fm presenta una cantidad despreciable de DNA.

Como se ha sefialado, el segundo marcador nuclear fueron las histonas,
particularmente la histona H1; estas proteinas cromosomales se identificaron por
electroforésis de proteinas de fracciones subcelulares de capa germinal de quiste hidatidico
fertil, asi como por Western-blot empleando un anticuerpo anti histona H1. En la figura 7A
se aprecia la separacion electroforética de proteinas de las fracciones subcelulares tefiidas
con azul de Coomassie. En el carril C(+) se muestran las histonas de nucleos aislados de
higado de raton. Las bandas correspondientes a las histonas nucleosomales (H2A, H3, H2B

y H4) se encuentran presentes en el homogeneizado (H), en la fraccién nuclear cruda
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(FNC) y en la fraccion enriquecida en nicleos (FEN) de la capa germinal, pero no es asi en
las fracciones mitocondrial (FM), microsomal (Fm) y sobrenadante (S). En consecuencia, la
técnica aplicada permite aislar nicleos de la capa germinal de quistes hidatidicos con alto
grado de pureza. En la figura 7B se muestra la identificacion de histona H1 mediante
ensayo de Western-Blot , utilizando un suero hiperinmune de conejo anti histona H1 de
espermatozoides de erizos de mar, en cada una de las fracciones subcelulares. Como
control positivo se utiliz6 una fraccion enriquecida en nicleos (FEN) de tejido hepético de
ratbn. En este control se aprecia la presencia de un doblete de proteinas de
aproximadamente 21 kDa, que corresponde a las 2 isoformas de la histona H1. Estas
proteinas reaccionan fuertemente con el antisuero anti histona H1 en la FEN, en relacion al
H y FNC. Las fracciones mitocondrial (FM), microsomal (Fm) y sobrenadante (S) muestran
escasa 0 nula reaccion con el anticuerpo, confirmando que las histonas se encuentran
altamente concentradas en la fraccion enriquecida en nucleos (FEN).

Basados en los resultados mostrados en la figura 5, 6 y 7 se concluye que es posible
obtener una fraccion subcelular enriquecida en ndcleos a partir de un homogeneizado de
capa germinal de quistes hidatidicos fértiles e infértiles, mediante centrifugacion diferencial

y aplicacion de un gradiente de sacarosa a la fraccion nuclear cruda.

Posteriormente, se procedié a determinar la ubicacion de las inmunoglobulinas en
las distintas fracciones subcelulares de la capa germinal de quistes hidatidicos fértiles e
infértiles. Para este objetivo, se realizaron ensayos de Western-blot de las diferentes
fracciones subcelulares obtenidas e inmunohistoquimica de la FEN, utilizando un

anticuerpo anti-1gG bovina.
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En la figura 8A se observa la separacion electroforética de proteinas de cada
fraccion subcelular de quistes hidatidicos infértiles, las que fueron tefiidas con azul de
Coomassie. En la figura 8B se observa la identificacion de 1gG en las mismas fracciones
subcelulares mediante ensayos de Western-blot utilizando un anticuerpo anti-lgG bovina
que reconoce tanto las cadenas pesada y liviana como la molécula completa. Se observa
presencia de 1gGs en todas las fracciones subcelulares. Es interesante la presencia marcada
de 1gGs en las fracciones nucleares, tanto cruda (FNC) como enriquecida en nacleos
(FEN). En consecuencia, las 1gGs del hospedero bovino atraviesan la membrana plasmatica
que separa la capa laminar de la germinal e ingresan a los nucleos de esta Gltima estructura.
Estos resultados confirman la observacion de Cabezon (2002), quien describié presencia de
IgGs en una fraccion parcialmente purificada de ndcleos, por centrifugacion diferencial de

un homogeneizado de capa germinal de quiste hidatidico infértil.

Considerando estos resultados y tomando en cuenta los datos aportados por Zack et
al (1996), que indican la existencia de anticuerpos especificos contra moléculas presentes
en el nucleo de células renales, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en nucleos
aislados de capa germinal de quistes hidatidicos fértiles e infértiles (FEN), para determinar
una posible ubicacion intra o perinuclear de las IgGs bovinas. En primer lugar se identifico
y compar6 nucleos provenientes de capa germinal del quiste y aquellos posiblemente de
origen bovino, procedentes de la capa adventicia y que pueden contaminar la (FEN). En la
figura 9A se muestra claramente 2 tipos de nlcleos de tamafio muy diferente. Los de mayor
tamafo (flechas de color verde) corresponderian a nucleos de células de bovino con un

didmetro aproximado de 10um. Las flechas de color rojo sefialan ntcleos de capa germinal

de quiste hidatidico, con un tamafio aproximado de 2-3 um, segun lo sefialado por Urrea-
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Paris et al (1999) y Martinez et al (2005). En la figura 9B se observan estos nucleos bajo
contraste de fases.

Posteriormente, se realizo la identificacion de 1gGs en nucleos de capa germinal de
quistes hidatidicos infértiles. La figura 10A corresponde a una imagen obtenida en
microscopio de epifluorescencia con filtro 430 + 20 nm de nucleos tefiidos con DAPI; se
muestra nicleos de capa germinal (flechas rojas) y algunos ndcleos contaminantes de
células de bovino (flechas verdes). La figura 10B corresponde a la misma muestra
observada con un filtro de 520 + 20 nm, que permite la identificacion de 1gGs de bovino
con un anticuerpo primario anti 1IgG bovino y un anticuerpo secundario anti IgG de conejo
conjugado a FITC (color verde). La figura 10C muestra la sobreposicion de la tincion
nuclear (DAPI) con la identificacion de las IgGs. La figura 10D corresponde a la
sobreposicion de contraste de fases y DAPI. La figura 11 sigue el mismo esquema de la
figura 10, pero con mayor aumento para una mejor visualizacion de los nacleos y de la
disposicion de las inmunoglobulinas a su alrededor. De estas figuras se desprende que las
IgGs presentes en capa germinal de quistes hidatidicos infértiles se localizarian alrededor
de los nucleos, probablemente en la regidn citoplasmatica adyacente a estas estructuras

(perinuclear).

La figura 12 A muestra nacleos de capa germinal de quiste fértil tefiidos con DAPI,
obsrvados bajo microscopio de epifluorescencia con filtro 430 + 20 nm. La figura 12B
corresponde a una imagen obtenida en microscopio de epifluorescencia con filtro 520 + 20
nm, que permite la identificacion de 1gGs con anticuerpo anti IgG bovina y Ac secundario
anti 1IgG de conejo conjugado a FITC,en la misma preparacion anterior (12 A). La figura

12C corresponde a la sobreposicién de contraste de fases y DAPI. No fue posible detectar
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IgGs asociadas a ndcleos, como tampoco a otras estructuras, en la capa germinal de quistes
hidatidicos fértiles, lo que se condice con los resultados obtenidos en la figura 4B, que

sugieren menor cantidad de 1gGs en este tipo de quistes.
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FIGURA 1

OBTENCION DE NUCLEOS DE CELULAS DE HIGADO DE RATON.
FRACCIONES SUBCELULARES

A: Extendido de un homogenizado de tejido hepético de raton, tefiido con azul de
toluidina, observado bajo microscopia de luz. Barra: 100pm.

B: Extendido de fraccion nuclear cruda de tejido hepatico de raton, tefiido con azul de
toluidina, observado bajo microescopia de luz. Barra: 25pm

C: Extendido de fraccion enriquecida en ndcleos de tejido hepético de ratén, tefiido
con azul de toluidina, observado bajo microscopia de luz. Barra: 25pum

—> NuUcleos de células de tejido hepatico de raton
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FIGURA 2

QOMPARACION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN
NUCLEOS DE TEJIDO HEPATICO DE RATON Y DE CAPA
GERMINAL DE QUISTE HIDATIDICO INFERTIL

A: Extendido de fraccion enriquecida en nucleos de capa germinal de quiste
hidatidico infértil de bovino, tefiido con azul de toluidina, observado bajo microscopia
de luz. Barra: 25pm

B: Extendido de fraccidn enriquecida en nucleos de tejido hepatico de raton, tefiido
con azul de toluidina, observado bajo microscopia de luz. Barra: 25pm

—> Ndcleos de capa germinal de quiste hidatidico infértil

—> NuUcleos de células de bovino
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FIGURA 3

HOMOGENEIZADO Y FRACCIONES NUCLEARES
OBTENIDAS DE CAPA GERMINAL DE QUISTE
HIDATIDICO INFERTIL PREPARADA POR RASPADO
SUAVE DE LA CARA INTERNA DEL QUISTE.

A: Extendido de homogeneizado de capa germinal de quiste hidatidico infértil tefiido
con hematoxilina—eosina observado bajo microscopia de luz. Barra: 10pm

B: Extendido de fraccidén nuclear cruda de capa germinal de quiste hidatidico infértil
tefiido con hematoxilina—eosina, observado bajo microscopia de luz. Barra: 10pm

C: Extendido de fraccion enriquecida en nucleos de capa germinal de quiste
hidatidico infértil teflidos con hematoxilina—eosina, observado bajo microscopia de
luz. Barra: 10pm

—> NuUcleos de capa germinal de quiste hidatidico infértil
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FIGURA 4

IDENTIFICACIOI’\I DE IgGs EN CAPA GERMINAL DE
QUISTES HIDATIDICOS FERTILES E INFERTILES Y
PROTOESCOLICES
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A: SDS-PAGE 12% de proteinas obtenidas de CGIl y CGF tefiidas con azul de
Coomassie. 1: Marcador de peso molecular; 2: Homogeneizado de capa germinal de quiste
hidatidico infértil obtenida mediante raspado suave; 3: Homogeneizado de capa germinal
de quiste hidatidico fértil obtenida mediante raspado suave; 4. Homogeneizado de capa
germinal de quiste hidatidico infértil obtenida mediante raspado exhaustivo; 5:
Homogeneizado de protoescalices.

B. Identificacién de 1gGs de bovino mediante Western-blot, utilizando Ac anti 1gG
bovino molécula completa conjugado a peroxidasa. Revelado mediante
guimioluminiscencia. 1: C(+). IgG de bovino; 2: C(-).Suero normal de conejo; 3:
Homogeneizado de capa germinal de quiste hidatidico infértil obtenida mediante raspado
suave; 4. Homogeneizado de capa germinal de quiste hidatidico fértil obtenida mediante
raspado suave; 5: Homogeneizado de capa germinal de quiste hidatidico infértil obtenida
mediante raspado exhaustivo 6: Homogeneizado de protoescolices.
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FIGURA S

CUANTIFICACION DE DNA EN FRACCIONES
SUBCELULARES DE CAPA GERMINAL DE QUISTES
HIDATIDICOS INFERTILES

A
mg de DNA % de recuperacion
H 0.208 100
FNC 0.149 71.46
FEN 0.057 27.4 (38.3)*
FM 0.011 5.3
Fm 0.004 1.9
S 0.009 4.3

RECUPERACION DE DNA EN FRACCIONES SUBCELULARES: 83.1%
(*): Proporcion de DNA en FEN relativa a FNC.
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A. Cuantificacion de DNA extraido de fracciones subcelulares de capa germinal de
quiste hidatidico inféertil.

B. Expresion grafica de la cantidad de DNA en cada fraccion subcelular.H:
Homogenizado; FNC: Fraccion nuclear cruda; FEN: Fraccion enriquecida en nucleos;
FM: Fraccion mitocondrial; Fm: Fraccion microsomal; S: Sobrenadante
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FIGURA 6

CONCENTRACION DE DNA RELATIVA A PROTEINAS EN
FRACCIONES SUBCELULARES DE CAPA GERMINAL DE
QUISTES HIDATIDICOS INFERTILES

A

FRACCION ug DNA/mg prot
H 949
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FEN 1526
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A. Concentraciéon de DNA/ mg de proteina en homogeneizado y en fracciones
subcelulares de capa germinal de quiste hidatidico infértil.

B. Expresion grafica de la concentracion de DNA relativa a proteinas en
homogeneizado y en fracciones subcelulares de capa germinal de quiste hidatidico
infértil. H: Homogenizado; FNC: Fraccidén nuclear cruda; FEN: Fraccién enriquecida
en nacleos; FM: Fraccion mitocondrial; Fm: Fraccion microsomal; S: Sobrenadante
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FIGURA 7

IDENTIFICACION DE HISTONAS POR ELECTROFORESIS
Y DE HISTONA H1 POR WESTERN-BLOT EN
FRACCIONES SUBCELULARES DE CAPA GERMINAL DE
QUISTES HIDATIDICOS FERTILES
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A: SDS-PAGE 15% de proteinas obtenidas de fracciones subcelulares de CGF,
tefiidas con azul de Coomassie.

B. Identificacion de Histona H1 mediante Western-blot, utilizando suero hiperinmune
anti-H1 de espermatozoide de erizo de mar y Ac secundario anti IgGs de conejo
conjugado a peroxidasa en fracciones subcelulares de CGF. Revelado mediante
guimioluminiscencia.

M: Marcador de masa molecular; C(+):Fraccion enriquecida en nucleos de tejido hepatico
de ratén; C(-): 1gGs de bovino; H: Homogenizado; FNC: Fraccion nuclear cruda; FEN
Fraccion enriquecida en nucleos; FM: Fraccion mitocondrial; Fm: Fraccion microsomal; S:
Sobrenadante.
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IDENTIFICACION DE IgGs EN FRACCIONES

FIGURA 8

SUBCELULARES DE CAPA GERMINAL DE QUISTES
HIDATIDICOS INFERTILES

A

B

kDa M C(+) C(-) HFNC FEN FM Fm g C(+) C(-) H FNC FEN FM Fm
_— I'l—lvlolécula
- e completay
agregados
64.2— ’
o - L E = Cadena
48.8— - - pesada
- s
25.9—] . — —- ‘ l— Cadena
. liviana
—— |

A: SDS-PAGE 12% de proteinas de fracciones subcelulares obtenidas por

centrifugacion diferencial de CGl, tefiidas con azul de Coomassie.

B. Identificacion de 1gGs de bovino en fracciones subcelulares de CGI identificadas
mediante Western-blot, utilizando Ac anti IgG bovino molécula completa conjugado a
peroxidasa. Revelado mediante quimioluminiscencia.

M: Marcador de masa molecular; H: Homogenizado; FNC: Fraccion nuclear Cruda; FEN
Fraccion enriquecida en nacleos; FM: Fraccion Mitocondrial; Fm: Fraccion microsomal; S:
Sobrenadante; C(+): 1gGs parcialmente purificadas de suero bovino; C(-): Suero de conejo
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FIGURA9

IDENTIFICACION DE NUCLEQOS DE CELULAS DE
BOVINO Y DE CAPA GERMINAL DE QUISTES
HIDATIDICOS INFERTILES

#ou

Extendido de una fraccion subcelular de capa germinal de quiste hidatidico infértil
enriquecida en nucleos (FEN). A. Imagen obtenida en microscopio de epifluorescencia
con filtro 430 £ 20 nm de nucleos tefiidos con DAPI. B. Contraste de fases. Barra 10

pm

—> Nucleos de capa germinal de quiste hidatidico infértil

—> NuUcleos de células de bovino
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FIGURA 10

IDENTIFICACION DE IgGs EN EXTENDIDOS DE UNA
FRACCION SUBCELULAR ENRIQUECIDA EN NUCLEOS
(FEN) OBTENIDA DE CAPA GERMINAL DE QUISTES
HIDATIDICOS INFERTILES

Extendidos de nucleos de capa germinal de quistes hidatidicos infértiles (FEN)
incubados con Ac anti IgG bovina (1:50) y Ac secundario anti IgG de conejo
conjugado a FITC (1:100). A: Imagen obtenida bajo microscopio de epifluorescencia
con filtro 430 £ 20 nm de nucleos tefiidos con DAPI. B. Imagen obtenida bajo
microscopio de epifluorescencia con filtro 520 + 20 nm que permite la identificacion
de 1gGs. C: Sobreposicion de A (DAPI) y B (FITC). D. Sobreposicién de contraste de
fases y DAPI. Barra 15 um

—> Nucleos de capa germinal de quiste hidatidico infértil
— Ndcleos de células de bovino
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FIGURA 11

IDENTIFICACION DE IgGs ASOCIADAS A NQCLEOS DE
CAPA GERMINAL DE QUISTES HIDATIDICOS
INFERTILES

Extendidos de nucleos de capa germinal de quistes hidatidicos infértiles (FEN)
incubados con Ac anti IgG bovina (1:50) y Ac secundario anti IgG de conejo
conjugado a FITC (1:100). A: Imagen obtenida bajo microscopio de epifluorescencia
con filtro 430 £ 20 nm de nucleos tefiidos con DAPI. B. Imagen obtenida bajo
microscopio de epifluorescencia con filtro 520 + 20 nm, que permite la identificacion
de 1gGs. C: Sobreposicion de A (DAPI) y B (FITC). D. Sobreposicidén de contraste de
fases y DAPI. Barra 10 um

36



FIGURA 12

IDENTIFICACION DE IgGs EN EXTENDIDOS DE UNA
FRACCION SUBCELULAR ENRIQUECIDA EN NUCLEOS
(FEN) OBTENIDA DE CAPA GERMINAL DE QUISTES
HIDATIDICOS FERTILES

Extendidos de ndcleos de capa germinal de quiste hidatidico fértil (FEN) incubados
con Ac anti IgG bovina (1:50) y Ac secundario anti 1gG de conejo conjugado a FITC
(1:100). A: Imagen obtenida bajo microscopio de epifluorescencia con filtro 430 £ 20
nm de ndcleos tefiidos con DAPI. B. Imagen obtenida bajo microscopio de
epifluorescencia con filtro 520 + 20 nm, que permite la identificacion de 1gGs. C:
Sobreposicidn de contraste de fases y DAPI. Barra 10 um

37



DISCUSION

Algunos autores describen la estructura de la capa germinal dividida en 3 regiones:
un tegumento que separa la capa germinal de la capa laminar, una region citoplasmatica
sincicial nucleada y una tercera regién mas interna en la que describen 5 tipos celulares
(Bortoletti y Ferretti, 1978; Coltorti y Varela Diaz, 1978). De esta forma, es muy probable
que al realizar una centrifugacion diferencial restos de citoplasma perinuclear continten

asociadas a la FEN, debido a la naturaleza estructural del tejido sincicial.

La respuesta inmunologica del hospedero intermediario frente a la invasion de sus
tejidos por quistes hidatidicos comprende el sistema del complemento, asi como a los
sistemas inmune celular y humoral. No obstante, algunos componentes del sistema del
complemento son neutralizados en la capa laminar del quiste hidatidico, impidiendo la
accion de este sistema en la destruccion de la capa germinal (Ferreira et al, 2000). En
relacion a la respuesta de tipo celular, se ha descrito la presencia de eosindéfilos, neutréfilos,
macrofagos y fibrocitos en la capa adventicia del quiste. Sin embargo, éste tipo de células
es incapaz de ingresar al interior del quiste hidatidico debido a la resistencia fisica que
ejerce la capa laminar (Zhang et al, 2003). En consecuencia, estas células no logran atacar

las estructuras de la capa germinal.

Estudios realizados por Varela-Diaz y Coltorti (1973) sefialan la presencia de 1gGs
en la “membrana” de quistes hidatidicos (capa germinal mas capa laminar) sugerente de
una respuesta inmune humoral capaz de alcanzar la capa germinal de los quistes. Al

respecto, estudiando la sintesis de proteinas en quistes hidatidicos bovinos, se ha detectado
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la presencia de 1gGs en la capa germinal (Paredes, 2000). Las 1gGs se unen fuertemente a
estas estructuras del quiste, se encuentran muy concentradas en capa germinal de quistes

infértiles y se asocian a muerte celular programada (Paredes, 2005).

Recientemente, se ha descrito la penetracion de anticuerpos hacia el interior de
células de diferentes tejidos y su asociacion con apoptosis mediante el reconocimiento de
antigenos citoplasmaticos o nucleares (Alarcon-Segovia et al, 1996; Zack et al, 1996;
Ruiz-Arguelles et al., 1998). De esta manera, 1gGs anti-U1l snRNP pueden penetrar en el
nucleo de linfocitos T humanos, inducir un arresto del ciclo celular en la fase Go/Gy, y
finalmente gatillar la muerte celular programada. Los mecanismos involucrados en la
penetracion de anticuerpos aun no se han determinado con exactitud (Ruiz-Arglelles y

Alarcon-Segovia, 2001).

Cabezdn (2002) estudio la localizacion subcelular de las 1gGs en capa germinal de
quistes hidatidicos bovinos mediante centrifugacion diferencial, encontrando una mayor
asociacion de 1gGs en una fraccidn enriquecida en ndcleos. Sin embargo, solo fue posible
obtener fracciones subcelulares de capa germinal parcialmente purificadas. En esta tesis se
trabajo en la obtencion de fracciones subcelulares con un mayor grado de pureza. En primer
lugar, se aplico una técnica standard para purificacion de nicleos (Durham y Galanti, 1974;
Durham et al., 1975; Lépez y Galanti, 1976; Santos, 1979) a un tejido hepatico como
control previo a su aplicacion a la capa germinal de quistes hidatidicos. Se obtuvo una
preparacion de nucleos con alto grado de pureza. Posteriormente, considerando la posible
contaminacién de la capa germinal con la capa adventicia, que también presenta diversos

tipos celulares, se compar6 dos procedimientos de obtencion de la muestra inicial de capa
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germinal de quistes hidatidicos; uno, raspando exhaustivamente y otro, raspando
suavemente la cara interna del quiste.

El nivel de pureza de la FNC y FEN de capa germinal de quistes hidatidicos fue
corroborado mediante la cuantificacion total y relativa de DNA y por la identificacion de
histonas nucleosomales y de histona H1 (figura 7), como marcadores de fracciones
nucleares. Asi, mas del 70% del DNA total presente en el homogeneizado se encontré en la
fraccion nuclear cruda y la cantidad de DNA relativa a proteinas alcanzd su méaximo en la
fraccion enriquecida en nucleos. Coincidentemente, las histonas nucleosomales (H2A,
H2B, H3 y H4) asi como la histona H1 s6lo se encontraron en las fracciones nuclear cruda
y enriquecida en nucleos. Estos resultados, asi como la observacion morfoldgica, indican
que la fraccién enriquecida en nucleos esta altamente concentrada en estas estructuras.
Alternativamente sugieren que las fracciones mitocondrial, microsomal y sobrenadante
presentan una contaminacion extremadamente baja con ndcleos. En consideracion de
nuestros resultados, se analizd la presencia de 1gGs por Western-blot en las diferentes
fracciones subcelulares, a partir de un homogeneizado de capa germinal obtenido por
raspado suave de la cara interna del quiste. Ademas, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica para localizar 1gGs en la fraccion enriquecida en nucleos de la capa
germinal de quistes fértiles e infértiles. Los resultados obtenidos en las diferentes
fracciones subcelulares indican que éstas moléculas se encuentran en todas ellas (figura 8),
sugiriendo que las 1gGs penetrarian a todos los compartimentos subcelulares de la capa
germinal de los quistes hidatidicos infértiles. Si bien no es posible discriminar el posible
efecto redistributivo de las 1gGs en los diferentes compartimentos subcelulares derivados
de la homogeneizacién y la centrifugacion a altas velocidades, esta claro que una alta

concentracion de 1gGs se encuentra en los nucleos de capa germinal. Los resultados de la
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inmunocitoquimica confirman, sin ambigledad, la concentracion de las IgGs en el nicleo
y/o en la region perinuclear de preparaciones obtenidas de capa germinal de quistes
infértiles. No fue posible detectar IgGs en nucleos de fracciones subcelulares enriquecidas
en estas estructuras, obtenidas a partir de quistes fértiles. Este resultado es coincidente con
el hecho demostrado en este trabajo y en otros anteriores (Paredes, 2005) sobre la muy baja

frecuencia de 1gGs en capa germinal de quistes fértiles y su ausencia en protoescélices.

Nuestros resultados sugieren fuertemente que, en algunos bovinos, la infeccion con
E. granulosus induce una respuesta inmune humoral efectiva, que se caracteriza por la
presencia de isotipo 1gG. Una subfamilia de estas IgGs atraviesan las capas adventicia y
laminar del quiste, asi como la membrana plasmatica propia de la capa germinal e ingresan
a esta estructura, alojandose en los nacleos o regiones perinucleares. La relacion entre estas
IgGs y la infertilidad de los quistes es evidente, considerando su ausencia en capa germinal

de quistes fértiles. No obstante, esta asociacion debe ser rigurosamente comprobada.
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CONCLUSIONES

Se describe una técnica que permite obtener una preparacion de nucleos de la
capa germinal de quistes hidatidicos, altamente concentrados y con apreciable

grado de pureza.

En quistes hidatidicos infértiles, inmunoglobulinas del hospedero bovino pasan
por las capas adventicia y laminar del quiste hidatidico, atraviesan la membrana
plasmatica propia de la capa germinal y se concentran en los nucleos y/o

regiones perinucleares.

En quistes hidatidicos fértiles se observa escasa o0 nula presencia de
inmunoglobulinas en la capa germinal; estos anticuerpos estan ausentes en

protoescolices.

Existe una fuerte asociacion entre la presencia de inmunoglobulinas en la capa

germinal y la infertilidad de los quistes hidatidicos.

En consecuencia, la respuesta inmune humoral jugaria un rol importante en la

determinacion de la infertilidad de los quistes hidatidicos.
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