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PROLOGO

Todos los organismos vivos, cualcuiera sea su grado de evolución, constituyen en 

tidades altamente organizadas. Una de las manifestaciones fundamentales de esta 

organización es la existencia de compartimientos separados entre sí y del medio 

externo por membranas. Tanto una mitocondria, como un protozoario, una tenia o 

un cerebro constituyen ejemplos de tales compartimientos. Unicamente la permanen 

te constancia en el estado estacionario de los mismos, o cambios sumamente con — 

trolados, pueden ser compatibles con la vida.

En los organismos superiores el intercambio de materia con el medio externo se 

realiza a través de membranas epiteliales. En los tenidos y otros parásitos simi 

lares esta función la cumplen las membranas tegumentarias, con propiedades, en 

líneas generales similares a las primeras, pero convertidas en los platelmintos 

en el órgano fundamental para el mantenimiento de la vida. Una de las funciones 

más importantes de cualquier organismo vivo es la regulación del trasporte de e— 

lectrolitos y agua. Hasta el momento es relativamente poca la información respec 

to del metabolismo y transporte en parásitos y el objeto de esta tesis es el de 

analizar los mecanismos para el balance hidroelectrolítico en el estadio larval 

del Echinococcus granulosus.

La misma consta de 2 partes* en la primera se desarrolla una introducción al meta 

bolismo del parásito, el estado actual en el conocimiento sobre comportamiento 

de membranas en parásitos y su relación con los fenómenos de transporte de mate

ria. La segunda, comprende los métodos, resultados y discusión de dichos estudios.
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ECOBIOLOGIA DE Echinococcus granulosus

Los ciclos biológicos de los parásitos Echinococcus^, spp, abarcan un gran espec 

tro de huéspedes intermediarios y definitivos de variada geografía, desarrollan
do una compleja especiación y subespeciación de dicho género (1 ). Esto se debe 

a las condiciones que han favorecido la expresión de mutantes, como así también 

su selección y establecimiento en distintos huéspedes, ya sea en el parásito adul 

to por su hermafroditismo, como en los organismos hidatídicos por su capacidad po 

liembrionaria.

Una de las caracterizaciones más recientes distingue hasta 3 especies:
— Echinococcus granulosus (Batsch—17&)•

- Echinococcus multilocularis (Leuckart-18ó3).

- Echinococcus oligarthrus (Diesing-1&>3).

Se han descripto otras tres especies que, hasta el momento, no tienen validez ta 

xonómica debido a que se desconoce las características de sus ciclos biológicos 
(2 ). La localización geográfica de estos parásitos se extiende a todos los con

tinentes, manteniéndose en ciclos caninoungulados, tanto domésticos como salvajes. 
(3 )• De todas las especies la única que se considera mundialmente distribuida es 

el Echinococcus granulosus. En este sentido los zorros juegan un papel aun confuso 
pero la alta tasa de infección en zorros grises (pusicyon gymnocercus)por ejemplo, 

en algunas zonas de nuestro país y la gran población de los mismos en ciertas re

giones, sugieren ser un importante medio de diseminación ( 2 )(3 )• En América 

del Norte, está comprobado el ciclo biológico en los lobos y algunos ungulados sal 

vajes . El ciclo intermediario está cubierto por varios hervíboros. Los bovi

nos domésticos, aún en áreas endémicas producen quistes generalmente infértiles. 

Sin embargo, hay otros autores que han descripto quistes altamente fértiles en di

versos huéspedes intermediarios, llegando a ser su fertilidad de un 90?i ( 3 ).

Dos especies de escaso interés para nosotros son; i) El Echinococcus multilocularis 

ciclo fundamentalmente zorro—roedor, que está restringido al hemisferio Norte, des-

* Parásitos que pertenecen al Phylum; Platelmintos, Clase; Cestodea, Subclase; Ces- 
todaria, Orden; Cyclophilidea.
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de Canada hasta la Unión Soviética, y II) el Echinococcus oligarthrus que se desa 

rrolla en felinos de Sud América. Este último recién ahora está comenzando a co - 

brar interés por su posible importancia en Salud Pública. Produce una hidatidosis 

humana autóctona de Panamá y países cercanos que es morfológicamente similar a la 
hidatidosis multilocular producida por el anterior ( ) que ya ha sido encontra

da en nuestro país en gatos monteses (Felix geoffroyi) capturados en La Pampa(2 ). 

Las últimas especies han sido descriptas también en la Argentina por Szidat ). 

De estas tres, la de mayor trascendencia sería el E. patagónicus ( 3 ). El único 

parásito que tiene una clara distribución cosmopolita es el Echinococcus granulo

sus. Aunque se lo encuentra más frecunntemente en las zonas templadas, su ciclo 
biológico involucra la presencia de huéspedes del estadio adulto de tenia (cánidos) 

y huéspedes del estadio larval (ungulados-eventualmente el hombre).

Ciclo biológico del Echinococcus granulosus

El parásito adulto llega a tener unos 6mm de longitud y habita en el intestino del

gado de cánidos ( 4). Los proglótidos grávidos que salen con las heces son ingeri

dos por el huésped intermediario y desintegrados en su sistema digestivo liberando 

a los embriones encapsulados. Los embriones liberados emergen de sus cápsulas en el 

intestino delgado, de los huéspedes intermediarios como el bovino, ovino, porcino, 

equino o por el hombre, convirtiéndose en oncosferas. Estos atraviesan la pared in

testinal y se pueden localizar en hígado y, por vía sanguínea llegan habitualmente 
al pulmón. Eventualmente lo hacen en otras localizaciones no tan frecuentes ( 5 ). 

En las distintas visceras el parásito larval, vesiculizándose va creciendo lentamen 

te dentro de la estructura de un quiste. De la membrana interna del mismo, propia 

del parásito, se originan múltiples quistes hijos o vesículas germinativas así como 

los escólices larvarios llamados protoescólices. El quiste larval primario tiene un 

desarrollo sumamente lento, pudiendo alcanzar 15 cm de diámetro en 10 o 20 años. El 

ciclo se cierra con la ingestión de dichos protoescólices en cánidos domésticos o 
salvajes ( 4 )( 3 ).

Las características del medio que los protoescólices encuentren en el intestino del 

huésped ya sea intermediario o definitivo es de importancia fundamental. Las vesícu 

-2-



las germinativas ingeridas por los cánidos liberan los protoescólices por la ac

ción de la pepsina gástrica, pero no evaginan en pH ácido. A pH neutro su evagi— 

nación es lenta, incrementándose notablemente con la presencia de sales biliares. 

Estas toleran muy bien el taurocolato, componente principal de la bilis canina, 

no así el desoxicolato o el Slicocolato que son sales presentes fundamentalmente 
en la bilis de los hervíboros (producen la lisis del tegumento de los protoescó

lices y su consecuente muerte) ( 4- ). A partir de la profunda implantación del pro 

toescolex evaginado, en una cripta de Lieber kjtln comienza el desarrollo estrobi— 

lar del mismo. Este tipo de unión que llama Smyth "placental” a su huésped le pro 
vee la interacción necesaria para su nutrición y crecimiento ( 13 ). Smyth y cola

boradores han logrado un notable avance en el conocimiento sobre las necesidades 

metabólicas del parásito desarrollando técnicas específicas de cultivo para E.gra 
nulosus "in vitro" (Smyth y col (u,7,^,9 ) que posibilitan una evolución diferen

cial del protoescolex tanto hacia su forma adulta de tenia, como larval de hidá- 

tide. Este desarrollo ofrece un arma fundamental para el avance en los conocimien 

tos del metabolismo de dicho parásito.
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ESTRUCTURA TEGUMENTARIA DE HELMINTOS

Generalidades

Dado que los cestodes carecen de aparato digestivo, todos sus nutrientes deben en
trar a los mismos a través de su superficie tegumentaria ( 4 ). Es más correcto re 

ferirse a esta estructura como "tegumento" y no "cutícula"como se la llamaba ante

riormente dado que no es una cobertura inerte. Estudios de microscopía electróni

ca de varios miembros de la familia Taenidae, muestra que el tegumento de los mis

mos tiene una estructura sincicial con un citoplasma continuo de células con alta 
funcionalidad metabólica ( 10 ) que, básicamente, tienen la misma morfología dentro 

de las distintas clases del phylum Plathelmintos ( 11 ). Por lo tanto, es de funda

mental importancia conocer su estructura y composición para complementar los cono

cimientos sobre la fisiología de estos parásitos.
La misma está compuesta de tres capas; una membrana externa (que contiene un ribete 

en cepillo) una delgada lámina homogénea y su membrana basal ( 11 ). La primera fue 

descripta por varios autores conteniendo poros con forma de canales. Estos poros, 

cuya existencia no ha sido confirmada podrían no ser canales sino glóbulos del medio 

externo, los que serían absorbidos por pinocitosis . La superficie está cubier

ta en general por proyecciones que recuerdan enormemente las microvellosidades de la 
mucosa intestinal de los mamíferos (11 ). Esto es un hallazgo universal en los cesto 

des adultos. La superficie externa del tegumento se ve enormemente incrementada por 
estas microvellosidades (11 ). Las pequeñas evaginaciones de la membrana apical, lia 

madas microtricos o microvellosidades son comparados habitualmente con el ribete en 

cepillo de las células epiteliales mucosas de los vertebrados, Si bien hay varias si 

militudes entre estos tipos de diferenciación apicales hay algunas diferencias detec 

tables en su estructura,, en los contenidos relativos de partículas y de filamentos 

estructurales. Estas microvellosidades recubren la superficie corporal, tanto del Edi 

nococcus granulosus como del Echinococcus multilocularis.

Desde un comienzo se ha asociado a estas diminutas proyecciones de 1 pm de longitud 

con la absorción de nutrientes. Se está de acuerdo en que por un lado aumentan el área 

de absorción del tegumento, previenen la expulsión del parásito y producen una acción 

abrasiva sobre las células del huésped para incrementar la concentración de material
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nutritivo cerca de su superficie (11 ).

Las microvellosidades están recubiertas por una membrana limitante que, a su 

vez, recubre todo el parásito. En algunos estadios larvales también se obser 
va ( 11). Se considera a la epidermis como un sincicio que contiene numerosas 

vacuolas, vesículas y mitocondrias esparcidas en todo su volumen con una ma

yor tendencia a concenttarse en la zona apical .FIGURA 2.

La estructura de las microvellosidades es muy interesante. En todas las espe

cies examinadas su parte distal es muy similar a las microvellosidades de las 

células intestinales de mamíferos con la única diferencia que tiene formacio

nes denso—oscuras vistas al microscopio electrónico que son las que le darían 

forma a sus terminaciones, haciéndolas rígidas. Esto serviría para retener su 
posición, interdigitándose con las del intestino ( H).

La membrana plasmática externa tiene tanto invaginaciones pinocitóticas como 

pequeñas evaginaciones. Al no ser discretas, sino que guardan continuidad, for 

man parte del sincicio general de la epidermis. La ultraestructura en los esta 

dios larvales no muestra diferencias sustanciales con la de los cestodes adul

tos. En cuanto a su composición, con métodos histoquímicos, se determinó que la 

membrana basal consiste fundamentalmente en una proteína muy similar al coláge

no de los mamíferos.

El borde con las microvellosidades contiene un polisacárido no glucogénico y 

una proteína asociada a pequeñas cantidades de polifenoles, por otra parte, mu 

chas especies de tenias contienen grandes concentraciones de grupos sulfihidri 

los además de gran cantidad de lípidos en sus células tegumentarias. Se ha de

mostrado la presencia de una serie de enzimas como fosfatases ácidas y alcali

nas, cuya mayor actividad estaría en la epidermis de los proglótidos maduros. 

Aparecen además algunas estearasas no específicas, colinesterasas, amilopepti- 

dasas, g-glwcuronidasas como así también isocitrato, glutamato, a-cetoglutara 

to—succinato y lactato—deshidrogenases, además de citocromooxidasas (13 ).To

das estéis características son indicadoras del activo papel del tegumento en la 

absorción de sustancias.



Las características protections de la superficie tegumentaria posiblemente se deben 
a la presencia de una capa de mucopolisacáridos y a la continuidad de su membrana 

plasmática. Las células tegumentarias que rodean al parénquima, elementos funda - 

mentales del estroma tienen extensiones con continuidad citoplasmática en la cober 

tura corporal de la estróbila. Su citoplasma distal tiene las proyecciones en for

ma de espinas en la superficie externa que se recubren con una membrana continua. 

La parte basal de dicho citoplasma está limitada por la membrana citoplasmática 

del mismo continuándose con el citoplasma perinuclear. Este a su vez descansan en 

una zona fibrosa con filamentos irregularmente distribuidos. Las fibras musculares 

se encuentran debajo. El citoplasma distal contiene muchas vesículas circulares, 

mitocondrias y cuerpos densos. Es de una importancia muy especial dado que es la 

parte citoplasmática modificada de las células tegumentarias la que está expuesta 

a los nutrientes y a los jugos digestivos en el intestino hospedador. Esto puede 

servir, no solamente para obtener el material nutritivo sino como una protección 

contra las enzimas del huésped además de ser una vía importante de eliminación de 

catabolitos.

Se han observado extensiones citoplasmáticas que conectan el citoplasma distal con 

el que rodea al núcleo, como así también gránulos adyacentes al citoplasma perinu

clear de las células tegumentarias que son características del tipo de los gránulos 

de glucógeno. Todas las observaciones hasta el momento registran la presencia de mi 

tocondrias en el citoplasma distal y en algunos casos, cerca de la base de dicha zo 

na. Esta localización particular de las mismas está generalmente asociada a zonas 

citoplasmáticas que requieren un aporte de ATP importante.
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MORFOLOGIA DE Echinococcus granulosus

Quiste hidatídico

-Membrana laminar y germinal-

La membrana germinal reviste el interior del quiste hidatídico recubriendo su su 

perficie laminar que es la capa más externa en contacto con los tejidos del hués 

ped. La microscopía electrónica muestra que el tegumento tiene características 
similares a las de los protoescólices (14). Esta membrana, sin solución de conti 

nuidad se une con la superficie de las vesículas prolígeras y con el tegumento del 

protoescolex.

La membrana germinal contiene una porción apical que se adosa por medio de estruc 

turas digitiformes. Estas estructuras están rodeadas por una membrana y un espacio 

claro que asemejan a las paredes de las proyecciones tegumentarias del protoesco— 

lex. La zona apical se mantiene sobre la superficie de la membrana laminar. Esta 

es sumamente PAS +. A la microscopía electrónica aparece como capas superpuestas 
de material delgado en forma de fibras ( 14 ). FIGURA 1.

—Vesículas hijas-

La pared de las vesículas hijas es una membrana altamente vacuolada que contiene 

núcleos a intervalos irregulares. El contenidos de la misma, que es PAS positivo, 

está formado por restos, aparentemente de protoescólices degenerados.

Se observan habitualmente células nucleadas cerca del punto de unión del protoes

colex con la pared de la vesícula. Estos contienen frecuentemente estructuras cris 

taloideas que se han observado también en el citoplasma perinuclear de las células 

tegumentarias. Sin embargo, no han sido observadas en los protoescólices incubados 
más de un mes ( 14). FIGURA 1.
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TEGUMENTO DEL PROTOESCOLEX

La estructura general de una célula tegumentaria del protoescolex de E. granulosus 

se puede observar en la FIGURA 2. Las extensiones citoplasmáticas de las células 

que están en el parénquima, debajo de las bandas musculares, se comunican con la 

matriz del tegumento. La superficie externa del citoplasma distal muestra proyeccio 

nes del mismo tipo cue los tenidos adultos.

La cantidad de material PAS positivo es fácilmente visible. Es una fina malla fila 

mentosa que no cubre toda la superficie del protoescolex sino sólo el área que no 

posee proyecciones superficiales. En los protoescólices que han sido cultivados du 

rante más de un mes en medios especiales se ha perdido esta cobertura y las proyec 

clones están completamente desarrollados en toda su zona posterior. En cuanto a las 
ventosas, sus paredes están formadas por el citoplasma distal del tegumento (12).

Sistema osmorregulador

Los platehelmintos, tanto en sus estadios larvales como adultos, están dotados de 

un "sistema excretor canalicular acuífero" formado de túbulos comunicantes entre 

sí y con el exterior y provisto de elementos celulares particulares, llamados "cé 

lulas flamígeras" o "células vibrátiles". Este sistema ejerce la función de regu
lar el contenido de agua del parásito y de eliminar catabolitos (protonefridio(15).

El sistema protonefridial del protoescolex de Echinococcus granulosus esS compues 

to por cuatro canales longitudinales, dos por lado, que se anastomosan en proximi 

dad del róstelo invaginado en un canal circular y en su otro extremo, en proximi

dad del pedúnculo, se fusionan para dar uno por lado. Al atravesar el pedúnculo se 

continúan en la membrana prolígera. Este sistema es constante en su morfología. Los 

capilares excretores están formados por células parenquimatosas diferenciadas y por 

células flamígeras. Estas son elementos móviles o vibrátiles que dan movimiento al 

sistema (15).

Las células flamígeras y los túbulos colectores se hallan frecunntemente en el pa— 

rénquima de los protoescólices. Las cilias de las mismas tienen el patrón común de 

conformación de "9 + 2” fibrillas.

Las paredes de los túbulos colectores tienen evaginaciones que se extienden dentro 
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del lumen. Estos conductos están delineados a partir de la modificación citoplas 

mática de las células sueleadas.

Los túbulos colectores descansan dentro del parénquima, en la membrana fibrosa o 

riginada en el tegumento. Esta,en el estadio quístico de Echinococcus granulosus 

tiene la misma conformación que en el estadio adulto, sin embargo, se observan 

algunas diferencias importantes entre la superficie tegumentaria del protoescolex 

y la tenia.

La cubierta PAS positiva que tiene el protoescolex en su superficie tegumentaria 

no ha sido demostrada aún en el adulto. Además de las proyecciones en el tegumen

to que cubren toda la superficie corporal del adulto, y que en el protoescolex se 

ven sólo en la zona posterior, se observan protuberancias en forma de nudos. Estos 

serían presumiblemente, las proyecciones no desarrolladas aún.

El material PAS positivo que contienen las vesículas hijas y que se adosa a los pro 

toescólices, sería el responsable de las propiedades de adhesividad de estos cuando 

están frescos. Su función aún no se conoce, pero se ha planteado que varios mucopoli 

sacáridos y mucoides, son inhibidores de la acción enzimática proteolítica, sugirién 

dose que esta secreción tegumentaria de algunos cestodes y trematodes podría actuar 

como mecanismo de defensa contra Is enzima del huésped.

Hay por último, un hallazgo adicional en los protoescólices que difiere respecto de 

la tenia adulta, y' es la ausencia de "canales” o "poros" en el tegumento de los mis 

mos. En ninguna de todas las secciones examinadas por microscopía electrónica se en 

contró abertura alguna. Pero no hay aún clara evidencia que confirme su inexisten

cia. Se ha considerado la presencia de "canales"-poro" en Dipilidium caninum en proxi 

midad de las células tegumentarias, pero no day datos de la continuidad de dichos 

canales dado el espesor de las membranas que las formarían. Aún considerando su exis 

tencia como posible, el número de los mismos no sería muy grande , por lo que la es
tructura tegumentaria se toma en general como un gran sincicio (^■i ).



BIOQUIMICA DE CESTODES

Generalidades biocruíinicas

Desde un tiempo relativamente largo se sabe que el metabolismo parasitario depende del 

aporte de nutrientes del huésped. Si bien las vías metabólicas difieren bastante 
entre sí, Krebs y Najjar en 194ó ( lo) fueron los primeros en encontrar que en dis 

tintas especies animales las enzimas con igual función eran antigénicamente diferen 

tes. En el caso particular de los helmintos parásitos existe una notable dependen

cia de las vías metabólicas respecto de las condiciones ambientales en las que se 
encuentra (presencia de sustratos, tensión de oxígeno, anhídrido carbónico, pH,etc.)

Los hidratos de carbono constituyen la mayor y en algunos casos la única fuente de 

energía en helmintos. A estos se los puede dividir de acuerdo a las características 

de su metabolismo hidrocarbonado en dos grandes grupos.

El primer grupo está compuesto por termentadores homolácticos (v.g. schistosoma manso 

ni), que dependen enteramente de la glucólisis, produciendo lactato a partir de la 

reducción del piruvato formado en la reoxidación y deshidratación del gliceraldehido 

3 P, situación similar a la producción láctica del músculo en condiciones anaeróbi— 

cas. Una variante particular es la producción de etanol de ciertos Acantocephala 
que asemeja la fermentación alcohólica de levaduras ( 17 ) El segundo grupo de

parásitos, del que forman parte el Ascaris lumbricoides, la fasciola hepática, la Hy 

menolepis diminuta o el Echinococcus granulosus, fijan anhídrido carbónico y se carac 

terizan por poseer un ciclo del ácido tricarboxílico, parcial y que opera de manera 

inversa a lo que ocurre en mamíferos. Tienen una secuencia glucolítica similar a la 
de estos hasta la formación fosfoenol piruvato (PEP). Este no es defosforilado direc 

tamente a piruvato, sino que por la acción de la enzima fosfoenol piruvato carboxiqui 
nasa (PEPCK) fija CO2 formándose oxalacetato ( ijv ) ( l¿j). Este por presencia de la ma— 

lato deshidrogenasa se reduce rápidamente a malato, que trae aparejado la reoxidación 

del NADE citoplasmático inicialmente formado en la glucólisis. El malato entra en la 
mitocondria donde se produce una reacción de dismutación (j_E ) de la que parte del 

mismo es decarboxilado (por la enzima málica) a piruvato y NADE. El malato está en 

equilibrio con el fumarato (vía fumarasa) que se reduce a succinato. Esta reducción 

está asociada a la síntesis de ATP.

En aquellos parásitos que fijan CO2 los productos metabólicos terminales más impor- 
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tantes son en general el succinato y el piruvato. El primero es el producto final 

más abundante, en cambio, el piruvato ee produce en menor cantidad. El succinato 

puede ser metabolizado en helmintos para dar propionato y ácidos grasos volátiles 

( a-metil valerato, n-metilbutirato, valérico, caproico) o propanol, pero el pi 

ruvato puede ser convertido en alanina, acetato, formato, acetona, etanol o en á— 

cidos grasos volátiles.

Los sistemas de fermentación mixtos tienen varias ventajas, en primer lugar, tanto 

la decarboxilación de succinato a propionato como la de piruvato a acetato son dos 

reacciones productoras de energía y sus productos de decarboxilación están acopla

dos a la producción de ATP. Esto incrementa enormemente la relación de moles de 

ATP producidos por mol de glucosa. Muchas de estas conversiones utilizan o generan 
equivalentes reductores (producción de alcoholes, lactato, acetato, etc.) dando al 

parásito cierta flexibilidad en sus acoplamientos redox.

Si bien el catabolismo hicrocarbonado se produce en general en anaerobiosis, al

gunos operan como anaerobios aún a altas tensiones de O2 mientras que otros consu

men cantidades apreciables. Esto produce cambios en los productos finales de dicho 

metabolismo. Lo que frecuentemente ocurre y es de esperarse, es que, en presencia 

de oxígeno, la producción de ácidos orgánicos, que requiere sustratos reductores 

como succinato, lactato y ácidos grasos volátiles disminuya y en cambio, le produc 

ción de acetato no esté afectada o aún que aumente.

Metabolismo respiratorio

Bajo condiciones anaeróbicas la Moniezia expansa produce un 5^ más de lactato que 

en condiciones aeróbicas mientras que el succinato se mantiene sin cambios. Este 

parásito es capaz de mantener un metabolismo energético eficiente en ambas condi

ciones. Por ejemplo, la incorporación de oxígeno en Ascaris o Fasciola muestra una 

serie de características pecularies. En Ascaris por ejemplo la velocidad de oxida

ción dependería de sus oxidasas terminales más que de las limitaciones de la difu

sión de oxígeno. Cheach en una serie de trabajos observó que gran cantidad de pará 

sitos intestinales tienen un sistema citocromo funcionante. Pero estas cadenas di

fieren de las clásicas de mamíferos en que tienen oxidasas terminales múltiples.
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En Fasciola y Moniezia la cadena de citocromos tiene dos ramas, una similar a la 

de mamífero con el citocromo aa como oxidasa terminal y la otra rama con su oxida 

sa,el citocromo o. En Ascaris además aparece una tercera rama que es el citocromo 

a-j . Es probable que haya otro tipo de citocromo, el b asociado al camino clásico. 

En todos estos parásitos el citocromo aparece como una vía significativa.

La fosforilación oxidativa ha sido demostrada tanto en cestodes como en trematodes 

y las cadenas similares a las de mamíferos son capaces de producir una fosforilación 

oxidativa y poseen sitios clásicos de acoplamiento. Pero no hay aún evidencia de que 

ocurra en el citocromo o.Este camino alternativo no está asociado a la fosforilación 

oxidativa y por lo tanto tampoco lo está al control respiratorio. Una posibilidad de 
delacción mismo podría ser la producción de calor o estaría asociado a la producción de 

peróxido de hidrógeno, /l"7).

En los parásitos como Ascaris, Fasciola o rñomiezia , que fijan CC^ sus sistemas de 

transporte electrónico están involucrados en la reducción de fumarato a succinato. 

En general los helmintos parásitos son capaces de producir una fosforilación oxida— 

tiva pero su contribución al balance energético total todavía no fue debidamente e— 

valuado. Lo que sí se sabe es que aún en condiciones aeróbicas se producen eataboli 

tos reducidos como productos finales.Es obvio que dicha fosforilación no puede pro

ducir la energía suficiente para los requerimientos del parásito. Este no puede ser 

capaz de reducir el flujo metabólicoa través del camino giucolítico durante los pe

ríodos de aerobiosis o podría ser que existiese un ’’efecto Crabtree”. (17).

En algunos parásitos el oxígeno es necesario para su motilidad, en otros no. En a— 

quellos en los que se requiere O2 para el movimiento, éste suministraría la energía 

adicional ya sea para una actividad muscular aumentada o para su coordinación ner

viosa.

En resumen, se puede decir que los procesos oxidativos para el balance energético 

difieren, ya no solo respecto de los mamíferos sino claramente entre distintos para 

sitos y pueden ser diferentes de uno a otro.
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Bioquimica del Echinococcus granulosus

Hasta la década del cuarenta, la única información existente acerca de la bioquímica 

del Echinococcus granulosus en su estadio larval se refería a la composición química 
del líquido hidatídico. Flossner (192¿ y 1925) demostró la presencia de ácido

acético, propiónico, valérico, succínico y ácidos grasos en el líauido hidatídico. 
Luego Codonnis y Polidores ( 21) identificaron urea, ácido úrico, creatinina y betai 

na en el mismo. Por otro lado Coutelén (1931) describió la presencia de glucógeno y 

grasas en la membrana germinal del quiste y Cmélik (1952) ( 22 ) demuestra su bajo con 

tenido lipídico en base, fundamentalmente a colesterol. Pero en general no se avanzó 

más en el conocimiento del parásito hasta los trabajos de Agosin.

Vías metabólicas

Los protoescólices de Echinococcus granulosus almacenan grandes cantidades de glucó
geno sustancia que sería su principal fuente energética ( 23 ). Por otra parte es in

teresante la observación de Agosin y col ( ) de que los protoescólices parecieran

no utilizar glucosa exógena.

Tanto en aerobiosis como en anaerobiosis el consumo de glucógeno es grande ( ), y

no se modifica significativamente entre ambos estados, pero los productos del catabo

lismo hidrocarbonado son diferentes.

El ácido pirúvico sólo se excreta en condiciones aeróbicas, y el ácido succínico en 

ambas (siendo este último un catabolito anaeróbico fundamentalmente^ En presencia de 

oxígeno se excretan ácidos láctico, succínico, acético y pirúvico además de alcohol 

etílico en menor proporción. De todos estos, el primero es, cuantitativamente, el más 

importante. Por otra parte, en anaerobiosis no se excreta ácido pirúvico ni cetoáci— 

dos y los productos más importantes son los ácidos láctico y succínico.

Del carbono metabolizado a partir del glucógeno sólo se recupera el 7^ en catabolitos 

producidos en aerobiosis, en cambio en anaerobiosis el 91/ó, por lo que su metabolismo 

intermedio se vale en general de ambas fermentaciones

El producto metabólico más importante en los protoescólices es el ácido láctico. Las 

reacciones que conducen a su formación son en general similares a las descriptas para 
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tejidos mamíferos, pero existen diferencias importantes. Una de estas son las dife 

rencias observadas en las hexoquinasas. Agosin determinó las mismas por varios mé
todos encontrando, tanto en homogeneizados acuosos como en extractos cetónicos (me 

nos activos) la fosforilación de glucosa, mañosa, fructosa, y glucosamina pero no 

de deoxiglucosa. Se encontró diferencias con hexoquinasas de levadura, cerebro,etc. 
( 2L)( 25 ). Las características cinéticas también las hacen diferir no sólo de las 

hexoquinasas de vertebrados si no de las de otros parásitos. De los dos grupos más 

generales en que se podrían clasificar las hexoquinasas, aquellas que pueden catali 
zar inespecíficamente la fosforilación de varias hexosas (v.g. levadura o cerebro) 

y las que catalizan una sola específicamente (v.g. fructoquinasa de hígado y de 

Schistosoma mansoni) las de los protoescólices de Echinococcus .granulosus entrarían 

en el segundo. Aún así hay diferencias con las de Schistosoma mansoni por que los 

protoescólices son incapaces de fosforilar la 2—deoxiglucosa. Dentro de sus caracte 

rísticas peculiares, extractos libres de células de éstos, son capaces de desaminar 

la glucosamina-ó-P a glucosa-ó-P. Estos extractos pueden además convertir la Eructo 

sa-l-P en Fructosa-6-P lo que sugiere la presencia de unaaldolasa Fructosa-1-P. Ago 
sin y col ( 2u ) pudieron además demostrar la presencia de glucosa—u-P y b-P-gluco— 

deshidrogenasa, ambas dependientes de TPN. Se observó la presencia de ribulosa—5—P. 

En otras condiciones también se obtuvo sedohept ulosa; ambos intermediarios del ciclo 

de las pentosas. Otro hallazgo fue el de triosa a partir de ribulosa—5-P y el extrae 
*

to cetónico, siendo esta, una mezcla dé gliceraldehido—P y dihidroxicetona-P.

Se ha podido comprobar que la fosforilación oxidativa está presente en los mecanismos 

de producción de ácido láctico a partir del gliceraldehido-P o de la fructosa -ó-P.

Este parásito es capaz de fijar 20^ y se han descripto cuatro vías diferentes para 

fijarlo. El metabolito reactante sería tanto el PEP corno el piruvato. Es así que a 

partir de PEP, por acción de la PEP carboxiquinasa o la PEP carboxilasa se formaría 

oxalacetato; a partir del piruvato, por acción de la piruvato carboxilasa se formaría 

oxalacetato también; finalmente por efecto de la enzima málica se carboxila y reduce 

el piruvato originando malato como producto. Para la formación de succinato, Agosin 
y ñepeto (25) demostraron que la fijación del CO2 se Lanía a partir de esta última 

enzima que, por otra parte, tendría diferencias con la de ílymenolenis.
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Se han observado además diferencias entre las distintas especies de Echinococcus, mui 

tilocularis y granulosus, y de este último se han descripto también cambios en las va 
riedades obtenidas de distintos huéspedes, ecuino ovino ...c. Eanus y Smyth, 197'2 ( 

27) •

Por ejemplo, la variedad equina tiene más lípidos y polisacáridos y menos contenido 

de proteínas que la ovina. El E. multilocularis tiene mayor cantidad de lípidos y pro 

teínas pero menor contenido de polisacáridos que en E. granulosus "equino" siendo su 

contenido de proteínas similar. Los estudios metabólicos indican que ninguno de los 

tres utilizan la glucosa exógena pero consumen grandes cantidades de glucógeno. Se ob 

servó además cue el E. granulosus "equino" tendría una marcada dependencia en su meta 

bolismo de los hidratos de carbono respecto de los demás. Se observó por ejemplo que 

la variedad ovina de E. granulosus consumía mayor cantidad de oxígeno respecto de las 

demás, y sus productos metabólicos eliminados son diferentes, produciendo más acetato 

y inenos lactato. De forma similar, el E. multilocularis secreta más acetato y menos 

lactato que la variedad equina de E. granulosus. Ambas variedades de E. granulosus 

producen en aerobiosis cantidades similares de succinato siendo mayor en el E. multi 

locularis.

Metabolismo respiratorio

La incorporación de oxígeno por los protoescólices de Echinococcus granulosus es gran 

de con un QO2 calculado aún a tensiones de oxígeno menores que la atmosférica de cer 

ca de 2Í10 a 3o°C en RK. La conservación de los mismos a 5°C durante 24 h no hace de

crecer la velocidad de consumo de los mismos. El RQ total de los protoescólices fue 

de O.08. ( 23 ) y la producción de CO2 en RK sin a 3e°C fue mayor, dando un Qco2
de 1.65. La composición iónica del medio tiene influencia importante en el consumo de 

oxígeno de los mismos. La mayor velocidad se obtiene en líquido hidatídico pero es só 

lo ligeramente mayor a la encontrada en RK. Eo hay diferencias apreciables en las velo 

cidades de consumo de oxígeno en a distintos plí, entre 4.5 y 8.5 (23 ). Los inhibi

dores de los grupos sulfhidrilos, como el iodoacetato, la iodoacetamida o el p-cloro- 

mercuribenzoato son altamente efectivos, especialmente en condiciones anaerobicas (su 

giriendo un activo proceso glucolítico). El malonato (que inhibe fundamentalmente el 

sistema succinooxidasa) fue completamente inefectivo, mientras que el fluoroacetato 
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(que interfiere con el metabolismo del citrato) inhibió un 42% ( 2u ). El consumo de 

oxígeno es sólo parcialmente inhibido por el cianuro de potasio ya que Agosin y col. 

obtuvieron un 47^ de inhibición con una concentración de 0»5mM cue es completamente 
efectiva en otros sistemas respiratorios ( 2c ).

Los últimos estudios indican cue la cadena respiratoria y el trasporte electrónico 

en otros helmintos parásitos está ramificada y poseería otra oxidasa tenninal ( 1^ ) 

aparte de la vía clásica inhibióle por cianuro que se la encuentra en los mamífe

ros. La vía alternativa insensible al cianuro es inhibióle por otras drogas como el 
O-hidroxifenilo ( 2ú ) o el ácido salicilhidroxámico ( 2b ) SHAM.

El empleo de cianuro, ácido salicilhidroxámico y dinitrofenol permitió subdividir el 

consumo total de oxígeno de los protoescólices de Echinococcus granulosus en tres 
fracciones ( 29): una cianuro sensible, otra sensible a SHAM y una tercera residual 

insensible a estas drogas. En presencia del DNP se notó un incremento significativo 
del consumo total del 01%. Toda la estimulación producida con el primero es inhibible 

con cianuro, pero el DNP no ejercería ninguna acción sobre las fracciones cianuro in

sensibles. De esto se puede inferir que una fracción importante del consumo de oxíge

no tiene propiedades similares a la vía oxidativa que se encuentra en sistemas más e— 

volucionados como en los mamíferos y que es posible de desacoplar con DNP.

Una fracción menor, pero significativa del consumo total de oxígeno (aproximadamente 

20% del consumo en controles) correspondería a una vía no acoplada a la fosforilación 

y cuya oxidasa terminal no se inhibe con CNK como la clásica. Esta vía alternativa en 

muchas especies de parásitos está asociada a una oxidasa terminal del tipo de citoan— 
no o. Bryant (197^) ( 3'2 ) informó la presencia de una banda de absorción en 557 um en 

protoescólices de Echinococcus .granulosus que sugeriría la presencia de este citocromo 

en el parásito. Si bien ésta no estaría asociada a la respiración del mismo, la rela

ciona posiblemente, como en otros modelos biológicos, estaría con la producción de ca 
lor o de energía subsidiaria para su motilidad o coordinación nerviosa (lo).

Composición química. Contenido de agua y electrolitos

El porcentaje de materia seca de los protoescólices de Echinococcus granulosus "varié 

dad ovina" fue informado por Agosin y col. en aproximadamente um 15 a lü% (menor que 



en otros escólices) lo que sería debido al menor contenido de sustancias inorgánicas.

Alrededor del 14/j de ese contenido son lípidos y el aproximadamente o 3^ de proteínas, 
valor que es superior al de otros parásitos ( 23 ) •

Hay un gran contenido de polisacáridos que oscila en el 203 de la materia seca. Esto 

es debido a que, en general almacenan grandes cantidades de glucógeno. Las muestras de 

polisacáridos separadas por electroforesis en papel discriminó dos bandas, una de las 

cuales es glucógeno y la otra sería un polisacárido que contendría galactosa y glucosa 
mina. En cuanto al contenido de agua e iónico, Reisin y Rotunno (1980) encontraron que 

los protoescólices de E. granulosus recién recolectados tienen un menor contenido de 

potasio y más alto contenido de sodio. Pero luego de preincubarlos 3h a 37°C alcanzan 

valores que mantienen un estado estacionario por lo menos por otras 3 horas. Los valo
res de dichos contenidos (Reisin y Rotunno, 1979) para sodio, potasio y cloruro son de 

123; 209 y 7$ umoles/gps respectivamente. El contenido de agua de los tacos de centri

fugación (Ver materiales y métodos) fue de 2.370 ml/g peso seco que representa el 70.3/^ 

del peso húmedo del taco. Parte de éste, el 17.^ corresponde al espacio atrapado entre 

los mismos, por lo tanto el contenido de agua del protoescolex es del ü3»^ de su peso 

húmedo. Estos valores son mucho menores que los obtenidos por Agosin y col. (1957) 

( 23 ). El porcentaje de materia seca sería del 4.8^ con un contenido de agua, por lo tan 

to, del 85.2^ó. La diferencia estaría, sin duda, en los sistemas de recolección de mues

tras ( 23 ).

El protoescolex tiene alto contenido en potasio y bajo de sodio, el de cloruro, el anión 

fundamental, está presente en cantidades mucho menores. A fin da dar una idea de la dis

tribución de los irnsics, Reisin y Rotunno calcularon las concentraciones de iones como si 

estos estuviesen distribuidos en un sólo compartimiento. Los valores obtenidos son 118 

mM, 73mM y 44mM para el potasio, sodio y cloruro respectivamente. Estas cifras ya seña

lan la concentración mínima para cada uno de los mismos en por lo menos, uno de los cora 

partimientos. La concentración de potasio sería aproximadamente 23*5 veces mayor, y la 

del sodio sería la mitad del medio RK. Relaciones similares se obtienen normalmente en 

todos los compartimientos ántracelulares.

Las cantidades de sodio y cloruro perdidas por los protoescólices incubados en sacarosa 
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0.3M está alrededor de 15 a 20 umoles/gps en los primeros minutos, lo que se expli 

caria únicamente por la presencia de más de un compartimiento dentro de los mismos. 

Realmente el protoescolex es una estructura anatómica muy compleja , pero, habría 
por lo menos dos compartimientos: uno intra y otro extracelular (morseth, 19ó7)« (12).
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PROPIEDADES DE MEMBRANAS DE CESTODES

Generalidades

En general las parasitosis se definen frecuentemente en términos nutricionales, y 

como en todos los sistemas biológicos los mecanismos por los que el organismo in

corpora sus nutrientes es de importancia fundamental para su evolución y propaga

ción, los problemas relacionados con las diferentes características del trasporte 
de sustancias a través de membranas biológicas (v.g. el tegumento de los cestodes) 

son de gran importancia para comprender la fisiología y eventualmente la farmacolo 

gía de los mismos.

Se ha podido caracterizar, por ejemplo, un proceso de trasporte facilitado para los 
aminoácidos L -valina L —leucina en Calliobothrium verticillatum (31 ). Las evi

dencias establecidas por Read y col. son: i) la existencia de una relación no lineal 

de velocidad de entrada en función de la concentración externa del sustrato, II) in

hibición competitiva (específica) entre varios aminoácidos además de que una serie 

de inhibidores disminuye la velocidad de entrada de estos y III) la permeabilidad 

a la L-leucina varía con el pH. Todo esto sugiere la existencia de un proceso de 

difusión facilitada.

En algunos casos este mecanismo puede describirse con una cinética de fichaelis-Aíen 
ten (1913) ( 32), expresada por una ecuación del tipo

donde V es la velocidad de trasporte; S es la concentración del sustrato trasportado 

en el medio externo, Vm la velocidad máxima de trasporte y Km la constante de r.íichae 

lis. Csta ecuación que describe una cinética saturable, involucra la presencia de un 
comple jo químico llamado "trasportador1' o "carrier" ( 33 ) cuya concentración determi 

na el proceso, por lo tanto se impone un límite máximo de sitios. Cuando la concen - 

tración externa del sustrato se incrementa la velocidad de trasporte alcanza su máxi 
rao valor (atribuidle a la saturación de los sitios por el sustrato).
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Esta ecuación debe verificar una relación lineal cuando se gráfica de acuerdo a
Lineweaver-3urk . ( )

La revisión de Papuas y dead, 1975» ( 3J ) provee varios ejemplos en distintos ces 

todes y nematodes.

En general, si bien es sumamente útil caracterizar en estos términos un sistema de 

trasporte se deben comprobar varios fenómenos. Para el caso específico del traspor 

te activo es fundamental asociarlo di rectamente al gasto energético que lo posibi 
lite y a la real acumulación del sustrato en contra de su gradiente electroquímico(3b) 

ambos fenómenos son experimentalmente bastante difíciles de establecer. El proble

ma particular que nos atañe está relacionado con la caracterización de los fenóme

nos del trasporte de agua y electrolitos en el Echinococcus granulosus. Los datos 

histoquímicos y microfotográficos fueron los primeros en aportar conocimientos so
bre el tema. Se observó cue policationes (coloides catiónicos) como la poli—lisina 

L se adosabaial tegumento de uymenolepis diminuta bloqueando su efecto catiónico 
( 37) y que por otra parte, la ferritina (coloide aniónico) no era absorbido en can 

tidades significativas a pH mayores de 5» Esto permitió postular que el aspecto su

perficial del plasmolema del parásito es fundamentalmente electronegativo ( 37). 

Esta distribución particular de cargas se debería a los grupos carboxílicos asocia

dos al glicocalix de su tegumento externo.

En Hymenolepis diminuta no se observa gránulos mitocondriales en ninguna de sus cé

lulas pero se los ha encontrado en varios parásitos ( 3b). En general, estos gránu

los están presente en células con gran actividad absortoria, excretoria o secretora 
(v.g. intestino, riñón, glándulas endócrinas, hígado). Los gránulos son fosfatos de 

calcio y magnesio y según Lehninger (39 ) la acumulación del primero en particular 

involucraría dos pasos. Primero se adosaría a las membranas en ausencia de aniones 
perneantes (acetatos o fosfatos) y aparecería en la matriz mitocondrial cuando están 

presentes. Pero si bien no existen estos gránulos, sus mitocondrias tienen capacidad 
de acumular tanto aniones como cationes del medio. Estas mitocondrias (similares a 
las de los vertebrados) acumulan Ea^, Sy^+, Ca^ y además de acetato y fosfato.
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Los aniones sulfato y ferrocianuro son acumulados también por estas mitocondrias y 

se los podría considerar como permeables reemplazando al fosfato en el proceso de 

acumulación de cationes.

2-u 94.Tanto el Ba como el Pb1- se adosan al glicocalix de las microvellosidades a pH 

neutro, pero se encuentran además en él, sitios catiónicos, dado que iones como el 

ferrocianuro también se adosan. Se pudo confirmar entonces que el glicocalix, rico 

en hidratos de carbono tiene una cobertura polianiónica. Además se sabe cue ciertos 

aminoácidos de proteínas de cadenas laterales como de fosfolípidos de membranas tie 

nen una alta afinidad por los iones inorgánicos.

Todos estos primeros datos aportaron conocimientos preliminares importantes sobre 

las características de afinidad de cargas en membranas de cestodes pero, únicamente 

los conocimientos sobre permeabilidad de las mismas son básicos y fundamentales pa

ra entender su fisiología.

La permeabilidad de las membranas biológicas y sus características de trasporte de

penden de muchos factores relacionados con el soluto y con la membrana. Por parte 

del soluto, tales como la concentración del mismo a ambos lados de la barrera, el 

tamaño de la molécula, su coeficiente de partición o su polaridad. En cuanto a las 

características de la membrana, intervienen au composición química y su estructura.

Quiste hidatídico

El caso especial del quiste hidatídico primario experimental de ratón (40 ) y secun 

dario en distintos huéspedes (41 ) ha servido como modelo para caracterizar algunas 

peculiaridades de sus sistemas de trasporte que posibilitaron conocer un poco' más 
sobre su metabolismo. Los primeros trabajos de Schwabe (4443) permitieren conocer 

de manera indirecta algunos datos sobre permeabilidad al agua y permeabilidad selec 

tiva al potasio y a la urea.

Según ese autor, la membrana germinal sería la responsable del control de permeabili

dad y la osmorregulación, y el papel de la membrana laminar como estructura inerte 

sería del crecimiento del”quiste.

Concretamente, los estudios de permeabilidad al agua y electrolitos de las paredes 
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del quiste hidatídico pueden obtenerse a partir de la caracterización de sus barreras 

y los mecanismos de movimiento dentro del mismo. Los datos que aportan ayudan a eluci 

dar las relaciones entre su estructura y su función obteniendo conocimientos específi 

cos del movimiento y distribución o, como en el caso de drogas, las características de 

su trasporte o su concentración efectiva. Para ello Rotunno y colabora! . desarrollaron 
una técnica específica a tal estudio ( 44 ) que les permitió medir los flujos de agua 

y electrolitos en quistes secundarios de Echinococcus granulosus de infecciones expert 

mentales de ratón.

El análisis compartamental empleado es de tres compartimientos: la cavidad del quiste, 

su pared y el medio de incubación. A partir del análisis cinético, estos autores calcu 
laron los influjos de agua, Cl- y Na-*". Así obtuvieron un valor de 1.8 x 10 4cn/

seg para la permeabilidad del TIIO.

Utilizando básicamente la misma metodología se caracterizó la entrada de sodio (como 

Na a los quistes, comprobándose la existencia de dos compartimientos, uno pequeño y 

rápido y otro mucho más lento y grande en el que la entrada se hace lineal en función 

del tiempo. El valor del influjo fue de

3o ,Se utilizó Cl para un procedimiento idéntico que posibilito calcular el influjo del 
mismo cuyo valor es de 0.035 ± 0.04 (b) unid/hcn!1-.

A partir de estos estudios, se pudo comprobar entonces, la alta permeabilidad difusio 

nal al agua y la relativamente baja permeabilidad al Na‘y al Cl- lo que concuerda con 

los primeros datos de Schwabe.

Lo fundamental es que se pudo utilizar esta metodología para el estudio, no sólo de 
hormonas (el mismo trabajo de Rotunno y col) sino que posteriormente Reisin y col estu 

diaron la permeabilidad a la única droga hasta, el momento, presuntamente efectiva en el 
tratamiento quimioterápico de la hidatidosis humana, el mebendazol ( 45 ). En dicho tra 

bajo se midieron en primer término flujos osmóticos en quistes experimentales secunda
rios de rata y luego la permeabilidad al mebendazol C^.

Se pudieron obtener las constantes que relacionan el movimiento de la droga en función 

de su concentración externa. La utilidad de los datos y por ende la metodología seguida 

se resumen en que se pudo saber que la droga seguiría la Ley de rick o sea una cinética 
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de difusión simple, que no se observó ningún "binding" de la misma dentro del quiste 

y ningún tipo de trasporte activo para su entrada, Además que la permeabilidad al me 

bendazol es sólo un poco menor a la del agua para quistes hidatídicos secundarios, 
1.33 x 10 cm/seg (Reisin y col. 45 ) respecto de 1.88 x 10-^ cm/seg, Rotunno y 

col ¿4 ) y mucho mayor que al sodio o al cloruro por lo que se pudo elucidar en

tonces que las paredes del quiste hidatídico no serían el factor limitante para la 

acción de la droga in vivo.
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FIGURA 1. Relación entre las distintas estructuras que se observan en 
un quiste hidatídico. Vista en corte. Redibujado del trabajo 
de Morseth ( 11)( ^).
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FIGURA 2. Vista en corte del ordenamiento celular del te
gumento del protoescolex de Echinococcus granu
losus . Similar al de la tenia adulta. Redibujado 
del trabajo de Morseth ( )(
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PARTE II



MATERIALES Y METODOS

Protoescólices

Los protoescólices de Echinococcus granulosus (variedad ovina, Smyth y Davis, 1974) 
( 4^ fueron obtenidos de quistes hidatídicos de hígados y pulmones de ovejas infec 

tadas. Las visceras recién obtenidas del matadero se transportaron rápidamente al 

laboratorio donde se procedió a separar los protoescólices,. Elfluido hidatídico se 

aspiró de los quistes por medio de una aguja conectada a un sistema de succión que 

lo colectó en frascos de 500 mi. Una vez decantada la suspensión, se descartó el flui 

do hidatídico y los protoescólices sedimentados se resuspendieron en solución Ringer 
Krebs (RK). La suspensión se filtró a través de dos trozos de gasas a fin de retener 

las membranas de los quistes y otros restos de tejido. Una vez filtrada, la suspensión 

se dejó reposar a fin de que sedimentasen los protoescólices. Luego se descartó el so 

brenadante resuspendiendo los protoescólices en solución RK fresca. Este proceso se 

repitió dos veces a fin de lavar adecuadamente los protoescólices. Finalmente fueron 

transferidos a un tubo de centrífuga de 50 mi de capacidad que se dejó en reposo a 

fin de permitir la sedimentación espontánea de los protoescólices. Alcanzada esta con 

dición se midió el volumen de la masa total de protoescólices obtenido. Habitualmente 

se colectó entre 3 y 10 mi de protoescólices sedimentados que se suspendieron en solu 
ción RK o "minimun essential medium*' (MEM) en concentraciones de 1% v/v.

Soluciones

La composición de la solución RK en mM es: CINa, 121; COjHNa, 22.5; CIK, 5; PO^^Na, 

1.2; C^Mg, 1.2; Cl^Ca, 2.5 y glucosa 5-0. La solución "minimun essential medium" (MEM) 
(Earle) se preparó a partir de la preparación comercial de GIBCO (N 400-1100) como se 

indica* 800 mi agua destilada; 2.2 g COjNalI; 10.2g, MEM , 20 ml, H.E.P.E.S. a pH 7.2 

con HC1. Las concentraciones de Na y K de este medio de cultivo medidas por fotometría 

de llama son de 153 y 5.3 mM respectivamente, en tanto que la de Gl" es 125 mM. Todas 

las soluciones con pH final 7.2 a 7.4- Las soluciones se burbujearon habitualmente con 
carbógeno (O2 95% CO2 5%)-. En algunas experiencias la solución RK se burbujeó con N2 

95% > CO2 5%. Ambas soluciones contenían penicilina 1500 Ul/ml y estreptomicina 50 ug/ml 



La solución de centelleo líquido se preparó según el método de Bray (i960) (47 ); 

Naftaleno, 60g; PPO, 4g; POPOP, 200 mg; metanol 100 mi; etilenglicol 20 mi; dioxa 

no hasta 1 litro.

Drogas y Reactivos

Todas las drogas y reactivos usados fueron de calidad proanálisis. Los inhibidores 
se usaron en las siguientes concentraciones: lodoacetato, 3nf'í (3DH Labs ), ouabaí 

na 0.1 mM (K&K Labs ) ácido etacrínico, 0,5 o 2,0 mM ( 'Merk ), ácido salicil— 

hidroxámico, 2.5 mH (Aldrich,^, cianuro de potasio 3mM (Fisher ScG}, 2-4-dinitre 

fenol 1.5 mM (Fidia’iCb).

3 14Los reactivos radiactivos como Metoxiinulina H , metoxiinulina C provinieron de 
New England Nuclear (EUA).

Procesamiento de las muestras

Se siguió el procedimiento desarrollado por Reisin, Cantiello y Rotunno (1977)( 48) 

y Reisin y Rotunno (19ü0)( 49 ). Muestras de 5 mi de la suspensión de protoescólices 

se transfirieron a tubos de centrífuga de 50 mi y se centrifugaron a 40xg por 1 minu 

to a los distintos tiempos de incubación. Finalizado el mismo, la suspensión fue rá— 

pidamente transferida a una jeringa de plástico de 5 mi de capacidad en cuyo pico se 

conectó un pequeño tubo de polietileno de 3 cm de longitud. El extremo libre de este 

tubo se hallaba sellado, de manera que permitió colectar los protoescólices en la por 

ción inferior de los tubos de polietileno una vez centrifugados. Los protoescólices

se centrifugaron a 1500 xg durante 2 minutos. Luego de tomarse alícuotas de los sobre 
, , q 42 . ~ ”

nadantes para determinar la concentración de inulina- H, o K se separo el pequeño

tubo de polietileno y se cortó de manera de aislar sólo la porción que contenía el ta 

co de protoescólices. Este se expulsó del interior del tubo mediante un ajustado man

dril y se depositó sobre una pequeña plancheta de teflón previamente pesada. La mues

tra fue inmediatamente pesada en una ultramicrobalanza Mettler í«¡5 SA (precisión 2 ug), 

se secó a 9o°C en una estufa seca hasta alcanzar peso constante y fue nuevamente pesa

da. El contenido de agua del taco se calculó por la diferencia entre ambos pesos. Cada 

disco de teflón con el taco de protoescólices se introdujo en un tubo de poliestireno

al que se agregó 2 mi de O.l.N. Luego de 48 horas de extracción, se determinaron 



por fotometría de llama las concentraciones de Na y K (fotómetro de llama EEL) de 

alícuotas del extracto. El cloruro (Cl~ ) fue titulado mediante un titulador Aminco 

Cortlove. El agua de los protoescólices se calculó sustrayendo del agua total el es 
pació de inulina-^H. (Ver FIGURA 3).

Determinación del espacio atrapado entre los protoescólices

Las cantidades de agua y electrolitos se determinaron siempre de los tacos de cen

trifugación de los protoescólices. Por lo tanto, estas incluyen tanto el agua como 

los electrolitos del medio de incubación atrapado en él. Por consiguiente la medi

ción precisa del contenido de agua en los protoescólices requiere la adecuada esti 

□ación del espacio atrapado entre los protoescólices del taco de centrifugación. 

Se utilizaron dos procedimientos diferentes, descriptos previamente por Reisin y 
Rotunno (19^0): a) el lavado de los electrolitos atrapados en dicho espacio con sa 

carosa 0.3 M a 4°C, o b) medición del espacio de inulina H .

Procedimiento a; muestras de 5 mi de la suspensión se recolectaron periódicamente 

en tubos de centrífuga de 50 mi y centrifugados a 40 xg durante 1 minuto. Los pro

toescólices fueron resuspendidos en 5 mi de sacarosa 0.3 M a 4o C durante 3 minutos. 

Durante todo este período los protoescólices y la solución de sacarosa fueron enér

gicamente mezclados con una pipeta. Una vez finalizado este período la suspensión 

fue rápidamente transferida a las jeringas previamente preparadas con los tubos de 

polietileno como se describió en Procesamiento de muestras.

Procedimiento b: éste se basó en la determinación del espacio atrapado con inulina 
H^. Esta se la agregó en cantidades trazadoras al medio de incubación de los proto

escólices a distintos tiempos de incubación o en algunos casos cuando estaban suspen 
didos en la solución de sacarosa 0.3 M. Reisin y col ( 49) demostraron que el espacio 

atrapado y el contenido de agua son similares para los tacos de centrifugación de pro 

toescólices suspendidos en cualesquiera de las soluciones mencionadas. En todos los 

casos se agregó al medio 0.5 uCi de inulina la que se dejó por un período de 3 a 

10 minutos. Luego se procesaron las muestras como se explicó en el apartado anterior.

Alícuotas del sobrenadante (100 ul) y del extracto de protoescólices (100 ul) se in

trodujeron en viales a los que se agregó 10 mi de solución Bray para centelleo líqui
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FIGURA 3 
procesamiento de las muestras



do. La actividad de las muestras se midió en un contador de centelleo líquido 
ISO2AP 300 (SEARLE). El espacio atrapado de las muestras se calculó a partir de 

la relación 

donde Vi representa el volumen de distribución de la inulina y CPM¿ y las 

cuentas por minuto de la alícuota del extracto y del baño respectivamente.

Incorporación de

Los estudios de incorporación de K se realizaron agregando como CIK^ a los me 

dios de incubación RK en cantidades trazadoras.

42 . ,La actividad del K se midió en un contador automático de centelleo (radiaciones 
V ) Nuclear Chicago, en condiciones de detección optimizadas para dicho tra

zador. Se realizaron las correcciones por el decaimiento natural de radioisótopo 
(vida media 12.5 h) a partir de la relación 

donde Ao= es la actividad total a tiempo 0, A es la actividad en el momento de la 

lectura, t es el tiempo de la lectura, T es el período de semidesintegración y e 

0.623 es el In 2.

Depleción de potasio y enriquecimiento con sodio

Para producir la estimulación de los sistemas de trasporte,para la medición de in

flujos o la obtención de cinéticas de incorporación de potasio se deplecionó a los 

protoescólices incubándolos durante unas 20 h en medios libres del mismo, RK 0 mM 

de potasio equilibrado con sodio a 4°C obteniendo protoescólices enriquecidos con 
sodio ( y deplecionados de potasio).

Determinación del volumen individual de los protoescólices

El procedimiento utilizado se basa en que la forma de los protoescólices invagina— 

dos se pueden asimilar a la de un elipsoide de revolución sobre su eje o diámetro 

mayor lo que se observa en la FIGURA 4
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FIGURA 4

Cálculo del volumen del protoescolex invaginado 
a partir de asimilar el mismo a un elipsoide de 
revolución prolato.

De esta manera el volumen individual de los protoescólices se calculó a partir de 

la cuidadosa medición de los diámetros mayor y menor de éstos mediante la ayuda 

de un microscopio equipado con un micrométrico ocular previamente calibrado. Para 

un elipsoide de revolución prolato el volumen P está dado por la relación: 

donde a representa al semieje menor, b el semieje mayor y II es 3» 141592. Para 

realizar estas mediciones, pequeños volúmenes de la suspensión de protoescólices se 

retiraron simultáneamente con las tomas de las muestras para la determinación del a— 

gua y electrolitos. Una pequeña gota de la suspensión se depositó sobre un portaob

jetos y se cubrió con un cubreobjetos. Se tomó la precaución de separar éste último 

del portaobjetos mediante un reborde marcado por un lápiz de grasa a fin de evitar
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que la presión de cubreobjetos deformase a los protoescólices. El microscopio (Erma, 
Japón) con una óptica objetivo 10 x y ocular 10 X, estaba provisto de una platina ca

liente (Lipuform) regulada a 37°C. El micrométrico (100 divisiones) se calibró median 

te un micrométrico objetivo de Imm divididoen 100 unidades (Erma, Japón). Se determi

nó que cada división del micrométrico ocular equivalía a 7-^ um. Ubicado el portaob

jetos con los protoescólices sobre la platina caliente se realizaron por lo menos 30 

mediciones que insumieron unos 20 minutos. Cada medición se realizó haciendo coincidir 

una de las divisiones de micrométrico ocular con uno de los límites de un protoescolex 

a nivel de su mayor sección y luego contando el número de divisiones hasta el extremo 

opuesto. Inmediatamente se giró el ocular 90 grados y se volvió a repetir el procedi

miento de manera que sucesivamente se determinaran ambos diámetros de cada protoescó— 

lex. A partir de los valores de los semiejes mayor y menor y mediante la ecuación se 

calculó el volumen de los mismos.

Estadística

Los datos se informan como media ± un error estandard de la media (número de casos). 

La media se calculó con la fórmula;

donde N es el N0 de casos y a^ cada valor individual. 

El error estándar se obtuvo de la ecuación;

donde SD (desviación estandard) se calculó

Las rectas de regresión y coeficientes de correlación lineal se calcularon con una cal 

caladora Texas modelo SE 51-H* El grado de significancia ”p" se obtuvo a partir del 

cálculo di valor "t" de Student y su respectiva probabilidad se halló en tablas de Stu

dent para los grados de libertad n=N—2 donde N es el número total de casos.
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RESULTADOS

Cambios en el contenido de agua, Na, K y Cl

La FIGURA 5 muestra la evolución del contenido de agua, Na, K y Cl- en los tacos 

de agua, Na, K y Cl en los tacos de centrifugación de los protoescólices incuba 

dos en solución MEM por períodos de hasta 24 horas.

FIGURA 5
Cambios en los contenidos de agua, po 
tasio, sodio y cloruro en protoescóli 
ces incubados.

Se puede observar que tanto el contenido de agua como los contenidos de Na y Cl , 

sufren notables incrementos. En 24 horas el contenido de agua se eleva de 2.32b + 
0.057 (4) a 3.438 ± 0.022 (4) rnl/g de peso seco, lo que representa un aumento de 

1.110 ml/g de peso seco. Por otra parte, los contenidos de Na y Cl se incrementan 

de 12? ± 2 (4) y 55 ± 4 (4) a 300 + 14 (4) y lb4 i Ib (4) ^imobs/g de peso seco res 



pectivamente, por lo que se quede calcular que en 24 horas de incubación el contení 

do de Xa ascendió en 171 pmoles/g de peso seco en tanto que el C1 lo hizo en 129 

pmoles/g de peso seco. En contraste con estos aumentos el contenido de K se mantie

ne relativamente estable ya que en igual período sólo disminuye en 32 pmoles/g de pe 
so seco ( de 208 3 (4) a 17b ±4 (4) pmoles/g de peso seco). Este fue en realidad

el máximo cambio observado en el contenido de K, ya que en otras experiencias simi

lares los cambios en el contenido de este ion. fueron mucho menores como se puede a— 

preciar en la TfiBLA I.

Experiencia Tiempo de 
Incubación

K en 
protoescólices

K

cambio neto

horas pmoles/g pmoles/g
p. s. p.s.

H2 0 208 + 3 (4)
24 170 ± 4 (4)

118 218 ± 3 (8)
24 214 ± 1 (8) -4

H13 0 202 ± 4 (4)
24 207 ± 6 (4)

H14 1 230 ± 3 (4)
24 221 ± 1 (4) _c

TABLA I. Contenidos de potasio en protoescólices incubados "in 
vitro". Valores iniciales y a las 24 horas de incubación.

Además las diferencias de K observadas entre los protoescólices incubados durante 

24 horas respecto de aquellos retirados durante los períodos iniciales sólo son sig 

nificativas en dos de las cuatro experiencias cuyos resultados figuran en esta TABLA 
9experiencias r^: 0.001 > p y 0.02 > p > 0.01).

A fin de establecer la rdación existente entre los incrementos de agua, Na y Cl~ que 

tienen lugar en los protoescólices incubados hasta 24 horas se realizó la posible co 

rrelación entre los contenidos de Na y agua por una parte y entre los contenidos de 

Na y Cl_ por otra, lo que se puede observar en las próximas figuras, a la izquierda 

y derecha respectivamente.
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FIGURA 6. Relación entre los contenidos de sodio y agua, y sodio y cloruro en
nrotoescólices.

Cada punto de los gráficos de esta FIGURA representa la relación entre el conten! 
do de Na y agua (izquierda) o Na yCl- (derecha) de cada taco individual de proto— 

escólices tomado entre 0 y 24 horas de distintas experiencias independientemente 

del tiempo o del medio de incubación y de la forma de medición del espacio atrapa 

do.

Las rectas que se muestran en cada uno de los gráficos fueron calculadas por re

gresión. Se puede observar que la correlación entre el contenido de Na y agua es 

altamente significativa ya cue para un coeficiente de correlación lineal de 85 y 

43 grados de libertad la probabilidad p es menor de 0.01. Es interesante observar 

que a la pendiente de la recta de regresión le corresponden dimensiones de concen 
tración en mM (|imoles/g de peso seco dividido ml/g de peso seco), de manera que 

el valor de 175 para el coeficiente de regresión representa 175 mM de Na. Dicho 
en otras palabras, los protoescólices incubados en solución MEM ( o RK) por perío 
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dos de hasta 24 horas se comportan como si absorbieran del medio de incubación una

solución conteniendo 175 núl Na. El gráfico de la derecha permite establecer la re

lación entre el incremento de Na y el de Cl-. Nuevamente se puede ver que el incre 
mentó de Na se halla íntimamente asociado al de Cl- (r= 0.939). La pendiente de la

recta de regresión en este caso establece la relación entre los equivalentes de Na

Cl~ absorbidos. El valor de 1.22 indica que por cada equivalente de Na cue ingre

sania a los protoescólices desde el medio de incubación también se abosrbería un e 

quivalente de Cl .

Estos resultados sugieren cue los protoescólices incubados "in vitro" por períodos 

que alcanzan hasta 24 hrs incorporan del medio de incubación un fluido que contie

ne aproximadamente 175 Y 143 mil de Na y Cl respectivamente, valores que son muy si 

milares a los contenidos de Na y Cl- en los medios en los que se suspenden los pro 
toescólices (153 de Na y 125 de Cl- para MEM y 145 de Na y 133 de Cl para RK.

Se consideró entonces la posibilidad de cue los incrementos en los contenidos de Na 

y Cl- y particularmente el de agua fuesen el resultado de un aumento en el volumen 
del espacio atrapado entre los protoescólices en los tacos de centrifugación. ( Ver 

materiales y métodos). A fin de establecer si esta posibilidad era validad se estu

dió el comportamiento del espacio atrapado mediante la medición del volumen de dis— 
, 3tribucion de inulina- II.

Espacio atrapado entre los protoescólices

Las experiencias se realizaron incubando protoescólices durante 3 y 24 horas en so— 
3lución RK a 37° C. El espacio de inulina- II se determinó mediante incorporaciones de

15 a 35 minutos a fin de constatar si la distribuión de este trazador alcanzó su equi

librio. En la siguiente TABLA se muestran los resultados.

TABLA 2. Espacio de inulina H los tacos de centriguación de protoescólices

Tiempo' de
Incubación

Tiempo de carga con 
inulina—di

Espacio de 
inulina -

horas min • ml/gp.s.
Q 15 1,201 ± 0,152 (6)

30 1,332 + 0,188 (6)
24 13 1,018 ± 0,027 (4)

^5 1,081 i 0,114 (ó)
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Se puede observar que, para cada tiempo de incubación, los espacios de inulina— II 

obtenidos por incorporaciones entre 15 y 35 minutos no difiere significativamente 
(0.ó > p > 0.5). Comparando los espacios de distribución de la inulina— H de las 

muestras, incubados 3 y 24 horas se puede establecer que las diferencias tampoco 
son significativas (0.2 > p > 0.1). Si el incremento del agua en los tacos de cen 

trifugación se debiera al aumento del espacio atrapado entre los protoescólices de 
3bena observarse un valor mucho mas alto para el espacio de inulina- H en las mués 

tras incubadas por 24 horas respecto de aquellas que sólo fueron incubadas 3 horas.
3Sin embargo, esto sólo no ocurre sino que los datos del espacio de inulina— H para 

las muestras de 24 horas de incubación son ligeramente menores, aún cuando no son 

significativamente diferentes.

De esta experiencia se pudo concluir entonces que el notable aumento que se obser 

va en el contenido de agua de los tacos de centrifugación de protoescólices incu

bados in vitro" en MEM o RK hasta 24 horas no era el resultado de modificaciones 

del espacio atrapado sino de un real incremento del agua en el protoescólex.

Dada la magnitud del aumento en el contenido de agua en estas estructuras, era de 

esperarse observar cambios, en su volumen individual durante estas primeras 24 ho

ras de incubación.

Para establecer los posibles cambios en el volumen de los protoescólices de desa

rrolló un procedimiento que permite calcular los volúmenes individuales de los pro 

toescólices a partir de la medición de los diámetros de los mismos. La técnica fue 

descripta en la sección Material y Métodos y los resultados obtenidos son referidos 

a continuación»

TABLA 3

Tiempo de
Incubación

Diámetro Protoescolex
Mayor Meno r Volumen n

horas cm io4 cmJ x 1CP

0 170+3 113±2 1.143+ 0.021 30
3 17°±4 120+9 1.350+ 0.044 30
ü , 179±4 125±2 1.443± 0.042 30
12 163±4 129+2 1.596± 0.052 30
24 17 ¿+3 144+2 1.9ó4±' 0.071 41
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La TABLA 3 muestra los resultados de las mediciones de los diámetros mayor y menor 

de protoescólices incubados entre 0 y 2Z; horas. Se puede observar cue si bien am - 

bos diámetros se incrementan con el tiempo de incubación el que .más aumenta es el 

diámetro menor. El máximo aumento para el diámetro mayor se verificó en protoescó— 

lices incubados 12 horas sobrepasando en 13 um los diámetros correspondientes medi 

dos inicialmente, lo cue representa un aumento máximo de un 7del valor inicial 

por otra parte, el diámetro menor crece hasta alcanzar un valor 31 um mayor que el 

correspondiente a las inediciones iniciales, lo que en este caso equivale a un in - 

cremento del 27.4 respecto del medido en el tiempo inicial.

El volumen de los protoescólices aumenta con el tiempo de incubación. Este inore - 

mentó puede apreciarse más claramente en la próxima FIGURA donde se representa el 

volumen de los protoescólices para tiempos de incubación entre 0 y 24 horas.

FIGURA 7» Volumen de los protoescólices in 
cubados "in vitro" en función 
del tiempo de incubación.

Los datos corresponden a dos experiencias distintas. Se puede ver que entre 3 y ?4 
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horas el proceso puede ser aceptablemente descripto por una recta. A partir de esa 

se calculó la recta de regresión con todas las medias entre 3 y 24 horas. 21 coefi 
ciente de correlación de 0.9713 indica una muy buena significancia (0.01 > p). La 

pendiente de la recta representa la velocidad con la que cambia el volumen de un 
protoescolex en función del tiempo, esto es, cl flujo de volumen Jv. cuyo valor fue 

de O.O32 x 10“° cüH/protoescolex h. Este valor permitió establecer relaciones cuan

titativas entre los cambios que pueden detectarse por la medición de los diámetros 

de los protoescólices por un lado y los incrementos establecidos por los cambios 

del contenido de agua en los tacos de protoescólices centrifugados por otro.

En la FIGURA ü se representan los cambios de volumen cue sufren los protoescólices 

respecto del volumen inicial en función de los incrementos del contenido de agua 

en los tacos de protoescólices centrifugados.

FIGURA ü. Correlación entre los cambios en el 
volumen individual del protoescolex 
y los cambios en el contenido de agua 
en los tacos de centrifugación. Los 
datos corresponden a los medios de 
dos experiencias distintas.

Tanto las muestras de protoescólices para la determinación del contenido de agua 

como aquellas destinadas a la medición de los diámetros fueron colectados simul

táneamente. La recta fue calculada por regresión y se puede conbrar que el coefi 
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cíente de correlación obtenido (O.OjO) señala una muy alta significación (0.001 >p). 

El significado de la pendiente de la recta se sumamente importante. Las dimensiones 
de la misma se obtienen de dividir en /protoescolex (ordenada) por ml/g de peso se

co (abeisa) lo que da g de peso seco/protoescolcx. Este resultado es de gran interés 

ya cue la pendiente del gráfico debería representar el peso seco de un protoescolex.

Si esto era correcto, entonces era posible comparar el contenido de agua del proto

escolex calculado a partir de dos técnicas diferentes, Por un lado, el contenido de 

aqua se calculó de los pesos fresco y seco de los tacos de protoescólices centrifuga 
dos, luego dbsustraer al contenido de agua total el valor del espacio de inulina-^H 

que representa el espacio atrapado. Un ejemplo de este cálculo se nuestra en la pró 

xima TABLA comprobándose cue para protoescólices incubados 3 horas en solución 2K 
el contenido de agua es de 1.602 ± 0.120 ml/g de peso seco (12).

TABLA 4

Por otra parte, el contenido de agua del protoescolex se calculó como el cociente 
del volumen individual de los protoescólices (obtenido de las mediciones de sus 

diámetros) y el valor de la pendiente de la FIGURA 6 que corresponde al peso seco 

por protoescolex. En esta TABLA se puede «er también que el contenido de agua así 

obtenido para protoescólices incubados 3 horas es muy similar (1.444 ml/g de peso 

seco) al determinado por las diferencias de peso de los tacos de centrifugación. 

Esta comparación cuantitntiva ofrece otra importante evidencia de la estrecha vin 

culación que existe entre el aumento de agua en los tacos de los protoescólices y 

el proceso de vesiculización.
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¡nl/g p.s.

contenido de agua en taco
Espacio de inulina—en taco 
Contenido de agua en protoes- 
cólices

2.Co3 ± 0.047 (4)
1.2oó ± 0.11o (12)

1.002 + 0.120 (12)

Volumen de protoescólex 
(1.014+0.035 )xlO-%l

Peso seco de protoescólex 
(0.702+0.OSC)xlO^g

Contenido de agua calculado

(30)

(7)
1.444 i-l/g p.s.



Estado estacionario en el contenido de potasio. Cqmpartamentalización del mismo

En contraste con el incremento neto en los contenidos de agua y CLNa en los pro 

toescólices incubados "in vitro" hasta 24 hrs., se observó que los contenidos de 

potasio se mostraron notablemente estables como se ve en la FIGURA 9-

Si se tiene presente cue el K es un catión de localización fundamentalmente in— 

tracelular, puede considerarse que t>s niveles de su contenido en un tejido es un 

parámetro adecuado para evaluar la integridad del mismo, Reisin, Canticllo y Ro- 
tunno (1977) y Reisin y Rotunno (i960) establecieron que el balance de K en pro

toescólices de Echinococcus granulosus es dependiente de la actividad de una bom 

ba de Na—K y que el deterioro de la preparación se puede ver reflejado en la 
caída del contenido de K y en un aumento casi equivalente del Na (Ver FIGURAS 9 

y 14).

FIGURA 9. Evolución del contenido de potasio. Condiciones 
control y en presencia de ouabaína 10-

En la FIGURA 9 se nota la sensible constancia en los contenidos de K auímico en

tre 0 y 24 hrs para los incubados en condiciones control y la caída neta del con

-40-



retenido de potasio en los incubados con 10 M de ouabaína. Los incubados en condi 
ciones de control mantienen el estado estacionario en todo el tiempo de incuba — 
ción estando su contenido francamente estable en 235 umoles/gps (TABLA 5)- En los 

incubados con ouabaína se observa una caída neta en el contenido de potasio que 
alcanza un cuasiestado estacionario en aproximadamente 144 umoles/gps logrando 

dicho estado entre 1.5 y 5 h de incubación (FIGURA 9). Los valores se resumen en 

la siguiente TABLA

TABLA 5

donde se deduce de dichos contenidos que hay cerca de un 4^ (91 umoles/gps del 

contenido total de potasio de los protoescólices que es ouabaína sensible.

Compartamentalización del catión potasio 

, , 42Si el sistema esta en estado estacionario la medición de la incorporación de K 

permite establecer el número y tamaño de los compartimientos en que ese ión se ha 

lia distribuido, como también las constantes de velocidad de su intercambio. Bajo 

condiciones adecuadas además, es posible estimar los flujos unidireccionales de 

potasio.

El criterio se basa en el hecho de que cuando se introduce un isótopo radiactivo 

en un sistema biológico, éste produce una perturbación en la constitución isotópi 

ca de la especie química a la cue tendería a ecruilibrarse.

Una de las ayudas más grandes para la simplificación matemática en el estudio de 

flujos es el tener el sistema en estado estacionario lo que se caracteriza por el 

mantenimiento de la constancia en la composición y volumen de los compartimientos 

Es decir que se plantea una situación donde la velocidad de entrada de una sustan 
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Condición Contenido Potasio

umole/g p.s.

control 235 + 2 (d/¡.) 100
ouabaína, 10 144 ± II (16) 01



cia tiene que ser similar a la de salida(lo que ocurre con el potasio).

Cuando se agrega un trazador a un sistema en ese estado, la fuerza para el movi 

miento del mismo es el gradiente de actividad específica del trazador, esto es, 

el número relativo de molecular de trazador por unidad de cantidad de la especie 
química a la que pertenece (por ej. CPM/pmol K).

For lo tanto las ecuaciones que gobiernan el movimiento del trazador para un anú 

lisis compartamental en dicho estado seguirán una cinética de primer orden. 0 sea 

que en estado estacionario, el movimiento del trazador es independiente di orden 

real de la reacción que se estudia.

Siendo el potasio un catión fundamentalmente intracelular (50 ) nos sirvió en las 

investigaciones previas como un parámetro para evaluar la integridad de los proto

escólices y atendiendo además al contenido de masa muscular que se observa en los 

mismos en el estadio en el que los estudiamos. .Analizamos la distribución en los 
contenidos de potasio. partir de entonces, usando K (Ver materiales y métodos) 

se realizaron experiencias de incorporación del mismo a los protoescólices hasta 

24. hrs. en condiciones de incubación control y en presencia de ouabaína 10

Incorporación de K^. Condicio
nes control y en presencia de 
ouabaína
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Én este gráfico se puede observar que ninguna de arribas curvas alcanza la condición 

de estado estacionario hasta las 24 h observándose además, una diferencia signifi- 
, 42cativa entre ambas, donde se nota la inhibición producida en el K intercambiado 

-4 en los incubados con ouabama 10 M.

A partir de la curva de incorporación en condiciones de incubación control, se hizo 

un análisis comnartariental para estudiar la distribución del ión potasio dentro de 

los protoescólices en esas condiciones. Para ello se graficaron las recíprocas de 
42los porcentajes de equilibración, o sea, las fracciones expresadas en /u del K que 

todavía no intercambió’ en los protoescólices nara alcanzar el estado estacionario 
del mismo (Ver Apéndice i) )» en una escala semilogarítmica en función

del tiempo.

FIGURA 11. Análisis compartamental, para el contenido de potasio en 
protoescólices en condiciones control.

De la descomposición de la curva, surge por extrapolación a to el tamaño de uno 

de los compartimientos, y por diferencia entre dicha extrapolación y la curva ori 

ginal aparece otra recta.graficada a la derecha en otra escala de tiempo mucho me 
ñor. De las pendientes de ambas rectas ( de la Ira. curva y de la graficada a la 

derecha en escala expandida hasta üO minutos) se obtienen las X ,o sea las cons

tantes de velocidad para'la. euuilibración de cada compartimiento. Con estos datos 

se puede calcular la vida media de cada uno de los mismos y el tiempo de equilibra 

ción para cada uno de las fracciones. Dicho análisis compartamental se analiza de 



la siguiente forma; Qe la curva de la FIGURA 11 izquierda se observa que la misma 

se puede descomponer a partir de la resta de extrapolación de la misma cuando se 

hace recta. Esto es válido en la medida que podamos asumir p j , en otras pala— 

bras, cue la curva de ecuilibracion de K intercambiado para los protoescólices 
incubados en condiciones control (estado estacionario FIGURA 9 ) FIGURA 10, 

no observa ningún compartimiento oculte y tienda asintóticamente a la equilibra— 

ción total luego de 24 h con la cinética descripta previamente. La curva de la iz o ““
quierda de la FIGURA 11 es entonces de la forma

donde ps= lOOfi. De la curva experimental se resta la asíntola extrapolada 

crue a tiempo 0 nos da un valor 10O/á —ól/i = 14/j del valor del contenido total de 
potasio de los protoescólices control Q^= 2.35 pmoles/gps. Por lo que Q2= 34 umoles/ 

gps. La asíntola cae a un valor 17 umoles/gps (la mitad) a los 1.14 h por lo tanto 
_1 , , , _ -0.79d<su pendiente es 4a 2 = 7?oO h = 1. La asíntola cuya ecuación es 34 (1-e

1.14

representa el primer compartimiento. El ol% restante del contenido total Q^= 201 

umoles/gps representan el contenido del segundo compartimiento que se intercambia 

a partir de la ^2= 0*2'205 h calculada de fonda similar a la anterior. Los valo 

res se resumen en la TABLA o.

TABLA o. Resumen del análisis conpartamental de la FIGURA 11.

Por lo tanto, el contenido total de potasio de los protoescólices incubados en con 

diciones control se compartamentaliza en por lo menos dos compartimientos a partir 

de
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Comoartiniento de K rápido Compartimiento de K lento

contenido umoles/gps cié de velocidad
O"1). .

contenido 
umoles/^ps

cte de velocidad 
(h )

34 201 0.0215



La hipótesis cue permite plantear la existencia de 
sea los contenidos) Y Q3 de 34 Y 201 pmoles/gps 

los dos compartimientos ( o

respectivamente, con sus cons

tantes de velocidad Xj y X2 Presupone cue estos estén en configuración parale
la con el compartimiento Qj (contenido de potasio del medio de incubación), ver

Apéndice I, intercambiando independientemente cada uno de ellos con éste, Sin em 

bango, existe otra alternativa y es la posibilidad de que los compartimientos es 

tén en serie con su medio, esto es, que el compartimiento rápido se halle entre 

el medio y el compartimiento lento. Esto trae aparejado una corrección que en al 

gunos casos puede ser importante. El tratamiento que se emplea para su corrección 
fue desarrollado por Huxley (t>5 ) para el caso particular del estudio de comparta 

mental!zación de un tejido muscular. En éste caso la hipótesis primera de que la 

actividad total del tejido

no sería correcta y en realidad ambos compartimientos y sus constantes dependierían 

de los tamaños y velocidades relativos entre sí a partir de una relación en que;

directamente ^3=^3 a tiempo infinito (Ver Apéndice i). Se aplicó este tratamiento 

para la compartamentalización de potasio en el protoescolex pero en nuetro caso, da 

das las diferencias de tamaño entre ambos compartimientos, y fundamentalmente la 

existencia de dos constantes de velocidad tan diferentes, la comedón calculada es 
mínima (TABLA 7).

-45-

y que equivaldría a que;

no



TABLA 7

FIGURA 12. .inálisis compartamentd Ciné
tica teórica en línea continua 
que ajusta los puntos experi
mentales.
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Compartamentali zación Compartimiento 
pequeño

Compartimiento 
grande

umoles/gps unióles/gps

en paralelo 34 201

en serie 4-5 1£'O

Si bien la compartamentalización en paralelo subestima el tamaño del más pequeño 

se compuso entonces una cinética teórica para la incorporación del K en condicio 

nes control como la eme se observa en la próxima FIGURA.

donde, por un lado, se grafican experiencias distintas y por otro lado, los puntos 

de incorporación experimentales para cinco experiencias distintas y por otro lado,



en línea continua la cinética teórica cue obedece a la ecuación exponencial 

de la misma

El primer término de la ecuación expresa el tamaño y la velocidad deeauilibra 

ción del compartimento grande y lento; el segundo término contempla el contení 

do y la constante de velocidad del otro compartimento cue mmamanos pequeño y 

rápido.

Influjos de K42. Acción de la ouabaína

Otra información que es sumamente importante para la evaluación de los fenómenos 

de trasporte y la caracterización de las membranas comprometidas es la obtención 

de los datos de influjos (lin) o sea, una medida de la velocidad de entrada del 

trazador o la sustancia en estudio, en este caso a los protoescólices.

¿2 >De las curvas de la FIGURA 10 o sea de las gráficas de equilibración para K tan 
, -4 ,to en condiciones de incubación control o con 10 r.i de ouabaína, únicamente los 

primeros tiempos de incubación (hasta no más de 1 hora) nos dan una medida de los 
42Jin, dado cue solamente en esos tiempos de incubación el E que se intercambia 

con el medio nos da una medida de la entrada. Es decir a tiempos cortos, la acti

vidad específica dentro de los protoescólices es muy baja y por lo tanto, uno de 

los términos de la ecuación Jn= Jin- Jout; el Jout es 0 y se anula. Esto es d£ 

bido a que en realidad los flujos de la especie química son proporcionales a los 

de actividad específica del trazador y en esos tiempos la p escolex es aproxima

damente 0 o por lo que el flujo de salida se hace cero. De allí que estemos hacien 

do entonces una observación de la entrada de K’ a los mismos. En la FIGURA siguien 
42 , ~

te se observan las dos rectas de incorporación de K tanto en los protoescólices 
-4incubados en condiciones control y los incubados con 10 M ouabaína.
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■ z <FIGURA 13» Incorporación ae a en pro— 
toescóliccs frescos. Control 
y en presencia de ouabaina 
lO"^.

42 Las pendientes de arabas rectas en unidades de flujos expresados en pmoles K 

por gps nos dan los valores de los influjos que se muestran en la TABLA tí. Aquí 
se observa que los influjos (expresados en 2 unidades diferentes para poder com 

parar con otros datos de la bibliografía (Discusión) en ambas condiciones son muy 

diferentes, lo que por otra parte se observa en la FIGURA de las pendientes de 
los mismos (p <.001). De la entrada total de K se puede calcular que el 54p apro 

ximadar.iente es ouabaíno-sensible (surge de la diferencia de ambos influjos expre

sados en %) por lo cue se pudo inferir que la mitad de la entrada de potasio a los 

protoescólices realiza a través de trasporte activo ligado a la bomba Na-K cue es 

sensible a la ouabaína.
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TABLA 8

Efecto de la ouabaína

Como se demostró previamente, el agua no ingresa sola al protoescolex sino que 
lo haría acompañada de Na y C1 (FIGURA ó).

Las experiencias que se refieren a continuación tuvieron por objeto establecer 

si un importante mecanismo de la regulación del balance de Na y K en el proto

escolex como lo es la bomba de Na ouabaíno—sensible (Reisin y Cantiello y Rotu 

nno, 1977)j Reisin y Rotunno, 1980), participa en el proceso de vesiculización. 

La FIGURA 34 muestra la evolución de los contenidos de K y Na de protoescólices 

incubados hasta 24 horas en presencia (círculos llenos) y ausencia de ouabaína 

(círculos abiertos). La concentración de ouabaína fue de 10

Se puede observar que ya a las 3 horas de incubación los contenidos de potasio 

de los protoescólices incubados en presencia de ouabaína han disminuido signifi 

cativamente respecto de sus controles y esta diferencia se mantiene hasta la fi 

nalización de la experiencia. Por otra parte, los contenidos de sodio de los pa 

rásitos incubados en presencia del inhibidor muestran a las 3 horas un importan 

te aumento en el contenido de Na en relación a los controles. También esta dife 

rencia se mantiene sin mayores variantes hasta las 24 horas. Esto se puede apre 

ciar más claramente en la TABLA 9 en la que se muestran las diferencias de con

tenido de potasio y sodio.de los protoescólices incubados en presencia de oua — 

baína y sus respectivos controles.
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Condición influjo de K n
unoles/g p.s.h pinole/cra^ s

Control 24 ± 3 9 ± 1 41
-4 ouabama 10 .'.1 11 + 2 4 + 1 32

sodio.de


TIEMPO horas

FIGURA 14. Efecto de la ouabaína (10“%í) so 
bre los contenidos de sodio y po 
tasio. Los círculos abiertos re
presentan los contenidos de pota 
sio y sodio controles mientras 
que los círculos llenos represen 
tan los incubados en presencia 
de ouabaína.
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Tier.no de incubación Diferencia respecto del control
n

K Na

horas uraoles/g de peso seco

3 -3o ± 5 33 ± o 4

O -37 ± 2 33 ± 7

12 -39 ± 13 27 ± 15 4

24 -35 ± 10 43 i 25 4

TABLA 9. Diferencias en el contenido de potasio y sodio producidas 
por la ouabaína en protoescólices incubados "in vitro”.

Se observa también una mayor dispersión de los datos correspondientes a las dife 

reneias en el sodio en comparación con los valores de las diferencia de potasio. 

Esto se debería a cue mientras el único cambio importante en el contenido de pota 

sio se debe a la presencia de ouabaína, el contenido de sodio se ve afectado por 

dos procesos aparentemente diferentes; uno sería el efecto de la ouabaína y otro 

estaría dado por el ingreso de Na que acompaña al proceso de vesiculización. Los 

resultados de la FIGURA 14 y la TABLA 9 indican que la ouabaína no afectaría los 

cambios de Na involucrados en el proceso de vesiculización.

primer lugar se puede comprobar cue el aumento de Na en ambas condiciones, lúe 

go del aumento a las tres horas tienen cinéticas similares (FIGURA 14). En segun

do lugar la acción de la ouabaína pareciera actuar únicamente sobre una fracción 

del contenido de Na y K del protoescolex y ese efecto tiene su máxima expresión 
antes de las 3 horas de tratamiento (TABLA 9).

La próxima FIGURA muestra el efecto que tiene la ouabaína (10 sobre los conte 

nidos de potasio y sodio durante las primeras 3 horas de incubación.

Se comprueba que, tal como sugiere la experiencia anterior, la ouabaína ejerce su 

acción en media hora de incubación y que a la hora y media se alcanzaron niveles 

cuasiestacionarios.
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FIGURA 15. Contenidos de potasio y sodio en pro 
toescólices incubados hasta 3 h en
ausencia y presencia de ouabaína

Ya se sabía que parte del contenido de sodio de potasio de los protoescólices 

estaba ligado a su actividad metabólica (Reisin, Cantiello, Rotunno, 1S77, 

Reisin y Rotunno, 19u0, FIGURA 20). Las primeras comprobaciones experimentales fue 

ron, por un lado, la dependencia del contenido de electrolitos respecto de la tem

peratura, incrementándose el contenido de sodio y disminuyendo el de potasio en 

el interior de la preparación a ¿°C y por otro lado, la efectividad de los glicó— 

sidos cardíacos, concretamente la ouabaína, inhibidor específico de la bomba A'a K
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en los mismos.

Como todas las células en general concentran potasio eliminan sodio contra sus 

respectivas gradientes electroquímicas y, en particular, el influjo del primero 
(v.g. glóbulo rojo, músculo, etc.) depende de la concentración externa de potasio, 

42 se realizaron incorporaciones de K para analizar la relación míe tenia éste en 

función de la concentración de potasio externa.

Se realizaren incorporaciones en protoescólices deplecionados de potasio y enrique 

cidos con sodio a fin de obtener un influjo ouabaíno—sensible mayor, se los incubó 

durante unas 20 h a 4°C. Las incorporaciones se realizaron en ausencia y en presen 
—4 cia de ouabíina 10

42En la FIGURA 16 se puede observar la dependencia del influjo de K’ en función de 

la concentración externa de potasio.

FIGURA lo. Protoescólices ricos en Na. Incorpo
ración de K en función de la con — 
centración de potasio externa
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donde se grafican en círculos abiertos los influjos en protoescólices incubados 
, , -4en condiciones control y en circuios cerrados los incubados con ouabaína 10 .4. 

Se observa una clara diferencia entre ambas curvas siendo la segunda la de los 
influjos ouabaíno resistentes. De la diferencia entre ambas curvas (control y 

ouabaína) se obtiene un Ja max que alcanza alrededor de los 3'7 umoles/g p.s.h 

con una relación sigmoidea (lo cue se observa en otros modelos biológicos) res

pecto de la concentración externa de potasio.

FIGURA 17. Protoescólices ricos en Na. Influjo 
de ouabaína inhibióle en función 
de la concentración externa de K,
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3e obsenró la dependencia de los sistemas de trasporte respecto del contenido 

de sodio interno en los protoescólices deplecionados de potasio en medios li

bres del mismo de dos maneras. Primero, se comprobó la estimulación producida 

en el influjo de K .En la próxima figura se observa la notable estimulación 

producida en la incorporación de K' por la disminución en el contenido de po

té1*IGURA lo. Incorporación de K 
en protoescólices pre
viamente enriquecidos 
con Na. Control y en 
presencia de ouabaína 
1

tasio y el aumento en el de sodio. Los valores de los influjos calculados de 

las pendientes de incorporación de una hora, se resumen en la próxima TABLA 

donde se comparan con los respectivos valores en condiciones de incubación a 

37°C, frescos.
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Control ouabaína
pmoles/g p.s.li

T,\BLA 10. Todos los datos tienen entre sí diferencias alta
mente significativas (test "t" p<.001)

En segundo término se comprobó la dependencia de los influjos de K en función

del contenido total de sodio interno.

FIGURA 19. Dependencia do los influjos de 
respecto del contenido de 

sodio interno para protoescólices 
frescos y ricos en Na.

En la FIGURA t9 se observa cue ambas rectas de regresión lineal son altamente 

frescos 24.3 ± 3 (41) 11.1 ± 2.0 (32)^

deplecionados 64.0 + 3 (lo)' 27.9 ± 2.2 (14)"



significativas entre sí, (p < .001) observando que la correlación lineal y 

positiva aue manifiesta que la pendiente de regresión, en las condiciones control 

que es significativamente distinta de la de los incubados con ouabaína y a su vez 

ésta es significativamente distinta de 0. Es de hacerse notar cue el valor de ex

trapolación para ordenada o en la correlación lineal de los incubados en condicio 

nes control, que es significativamente distinto de 0, indicaría el valor de un 

compartimiento de sodio no asociado actividad de la bomba.

Por último se puede ver en el próximo gráfico la evolución en el contenido de po

tasio químico en los protoescólices previamente deplecionados en condiciones de 
control nuevamente círculos abiertos (medio con potasio a 37°C ) y en presen— 

cia de ouabaína 10 .1, circuios cerrados.

FIGURA 20. Evolución del contenido de 
potasio en protoescólices 
ricos en na (deplecionados 
de potasio). Control y en 
presencia de ouabaína 10-^?.i.
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Aquí podemos observar cue el contenido de potasio en los controles comienza a 

aumentar mientras que en los incubados con ouabaína disminuye. De las pendientes 

de las rectas se pudo calcular los valores de los flujos netos y a su vez con es 
tos valores y los de los flujos de las curvas, FIGURAS 13, 18 Y TABLA 10, se cal 

cularon los eflujos de los protoescólices para el catión potasio, observándose 

que laouabaína no sólo disminuye la entrada del mismo, sino que aumenta su salida
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DISCUSION

El protoescolex del Echinococcus granulosus es un componente muy peculiar del ci
clo biológico del parásito (Dévé 1901 ( 51)1902( 52), 194-6, Smyth 1962, que bajo 

condiciones adecuadas tiene la remarcable propiedad de evolucionar de su estadio 

larval hacia su etapa adulta de tenia o bien originar nuevos quistes hidatídicos.

La capacidad del protoescolex de originar nuevos quistes hidatídicos es el meca

nismo por el cual la enfermedad se disemina en el huésped intermediario, proceso 
que se conoce como hidatidosis secundaria Dévé, 1946 (53). El proceso de dife

renciación del protoescólex tanto hacia una etapa u otra puede producirse no sólo 
"in vivo" sino "in vitro". En 1966 Smyth, Howkins y Barton ( 6. ) establecieron 

las condiciones de cultivo bajo las cuales se puede controlar el proceso de dife

renciación del protoescólex.

De esta manera fue posible inducir al organismo a evolucionar tanto hacia el esta 

dio adulto como ocasionar su involución hacia la producción de nuevos quistes ni— 

datídicos. A los estadios iniciales de este último proceso se los denominó vesicu 
lización del protoescólex (Smyth, 1962)( 6). Los cambios morfológicos que sufre 

el protoescólex en su proceso de vesiculización han sido descriptos por Smyth(1967) 

( 7), Smyth, Miller y Howkins (19ó7)( 9 ) y Morseth (1967)( 12).

En contraste con estos conocimientos no existe información hasta el momento respec 

to de las modificaciones que sufren los mecanismos de regulación del agua y los e- 

lectrolitos cuando se desencadena el proceso de vesiculización. La importancia de 

estos fenómenos se pone de manifiesto si se tiene presente que los cambios que a— 

fectan al protoescólex para originar un quiste hidatídico son notables. Los mismos 

se pueden describir como una reorganización de los tejidos que permite que un com

plejo sistema compuesto en su mayor parte por músculo liso cubierto por un delgado 

sincicio, el tegumento que en su tamaño inicial no supera los 150 mm de diámetro, 

se convierta en un saco lleno de fluido hidatídico que llega a tener tamaños de en 

tre 15 a 20 cm de diámetro. Este proceso de vesiculización requiere entonces cam

bios muy profundos en la distribución electrolítica del parásito que, por otra pary 

te, refleja muy probablemente modificaciones de los mecanismos de transporte de los 
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iones comprometidos.

Los objetivos del presente trabajo han sido establecer los cambios precoces que 

ocurren en el balance de agua y electrolitos responsables del proceso de vesicu 

lización y analizar los posibles mecanismos que pueden originarlos.

Los resultados muestran claramente que es posible detectar cambios muy tempranos 

en el balance del agua, Na y C1 en protoescólices incubados "in vitro" en condi
ciones oue inducen su vesiculización.

Incrementos del contenido de Na y C1 en el protoescolex

Los estudios que se presentan en este trabajo establecen que en las primeras 24 

horas de incubación "in vitro", bajo condiciones que inducen la vesiculización de 
los protoescólices de Echinococcus granulosus Smyth y col, 1966; ( ^ ), Smyth, 

1967; (7 ), Smyth y col, 1£Ó7 ( 9 )j Smyth y Davies, 1974 ( 4b) ocurren notables 

cambios en el contenido de agua, Na y Cl~ del parásito. Es así que en 24 horas el 
contenido de agua del protoescólex se incrementa en un ú5% mientras que el Na y 

Cl- lo hacen en un 132 y un 235% respectivamente (FIGURA 5). Dado que las determi 

naciones de Na y Cl se realizan en tacos compuestos por un gran número de proto
escólices (del orden de 30*090 a 50.000 por muestra), se descartó que el posible 

aumento del Na y Cl reflejara un progresivo deterioro de una fracción de ellos da 

do que si ésta fuera la causa de los incrementos en Sodio y Cloruro se debería ob 

servar además una caída equivalente del contenido de potasio que se mantiene reía 

tivamente constante ya que el máximo cambio que se observó fue de un 16% del con

tenido inicial (TABLA i). Esta comprobación corrobora la estabilidad del conteni

do de potasio que pudo ser tomado como un adecuado indicador de la integridad de 

los protoescólices.

Incremento del contenido de agua en el protoescólex

Las modificaciones observadas en el contenido de agua se deben al real ingreso de 

la misma a los protoescólices, y no a un artefacto ocasionado por el aumento del 

espacio atrapado en los tacos de protoescólices centrifugados. Los resultados ob

tenidos a partir de dos métodos independientes aportan claras evidencias en favor 



de este hecho. Por una parte la medición de ios espacios atrapados demostró que el 
mismo no se incrementa significativamente luego de 24 horas de incubación cuando 
este es comparado con el valor inicial (TABLA 2). El uso de la inulina— H como mar 

cador adecuado para el espacio atrapado en los tacos de protoescólices centrifuga
dos fue establecido por Reisin y col (Reisin, Cantiello y Rotunno, 1977 (4o ) y 

Reisin y Rotanno, 1980 ( 49).

Uno de los requerimientos fundamentales para que un marcador del espacio atrapado 

sea de utilidad, es que el mismo no penetre en los organismos que están en suspen

sión, Los resultados que se muestran en la TABLA 2 también ofrecen evidencias de 

que la inulina—no penetraría en los protoescólices, ya que la captación de la 

inulina-^H, y por lo tanto los espacios calculados a partir de ella no aumentan 

significativamente aún cuando se llegue a duplicar o triplicar el tiempo de carga 
(de 5 a 15 o de 18 a 35 minutos, TABLA 2).

Por otra parte, mediante una técnica diferente, se pudo establecer que el volumen 

del protoescolex se incrementa de manera muy significativa con el tiempo de incuba 
ción "in vitro”. M^URA /.

Incremento en el volumen individual del protoescolex

Los cálculos del volumen individual de los protoesólices se basaron en la medición 

de los diámetros de los mismos y el empleo de la fórmula para el cálculo del volu
men de un elipsoide de revolución prolato (FIGURA 4). Es indudable que la aplicabi 

lidad de esta relación se asienta sobre la validez que tiene el asimilar la forma 

geométrica del protoescolex invaginado a la elipse de revolución antes citada como 

se observa en la FIGURA 4. La simple observación microscópica de los protoesólices 

invaginados justificaría esta suposición (Greenway, 1952; Noble y Noble, 1935; Smyth 

1962 y Read, 1977). Sin embargo, la validez de las relaciones establecidas entre el 

cambio de volumen individual de los protoescólices y los incrementos del contenido 
de agua en los tacos de protoescólices centrifugados (FIGURA 3) depende de la unifor 

raidad de geometría que-presentan los protoescólices. En este sentido el factor que 

más influiría sería la presencia de protoescólices evaginados, ya que sus formas y 

dimensiones se alejan notablemente de la adoptada para describir al protoescolex in 
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vaginado. El recuento de protoescólices invaginados y evaginados permitió establecer 
cue sólo el 1.8jó de los protoescólices se hallaron evaginados. De 1236 protoescóli— 

ces contados sólo 22 se encontraban parcial o totalmente evaginados, por lo que su 

presencia se hace despreciable.

Se obtuvo una muy alta significación para la correlación de los cambios del volumen 

individual de los protoescólices con el contenido de agua de los tacos de centrifuga 

ción sugiriendo entonces que dicho cambio es el producto de la entrada de Cl, Na y 
agua en concentraciones similares a las del medio de incubación. FIGURA 8.

Flujo neto de agua en el protoescolex

A partir de los cambios en el contenido de agua que se muestran en la FIGURA 5 se 

pudo calcular que el valor medio del flujo neto de agua hacia los protoescólices es 

de 0.0Ó5 ± 0.017 ml/g de peso seco h. El flujo neto de agua se pudo calcular también 

a partir de los cambios de volumen individual de los protoescólices. En este caso, 
el valor de la pendiente de la recta que se muestra en la FIGURA 8 sería el flujo de 

volumen pero expresado para un protoescólex. Este flujo sería de 0.032 x 10-oml por 

protoescólex y por hora. A fin de comparar este último valor con el calculado en 

primer lugar basta tener en cuenta que dividiendo el contenido de agua del protoesco 
lex (ml/g de peso seco) por el volumen individual del protoescolex (mi/protoescolex) 

se obtiene el factor de conversión cuyas unidades son número de protoescólices por mi 

de protoescólices. A partir de los datos de las TABLAS 3 y 4 se puede establecer que 
por mi de protoescólices hay 1.2 x 10° de ellos. Con este dato se pudo finalmente cal 

cular que a partir del cambio de volumen individual del protoescolex el flujo neto de 
agua es de 0.038 ml/g de peso seco hora, valor que es próximo al obtenido para el flu 

jo de agua por una técnica completamente diferente.

La existencia de un flujo neto de agua hacia el protoescolex, que se refleja en el au 

mentó del contenido de agua del mismo, plantea por lo menos dos interrogantes. En pri 

mer lugar a qué compartimiento o compartimientos del protoescolex ingresa el agua y 

en segundo lugar qué mecanismos pueden estar involucrados en este proceso. Estos dos 

aspectos serán analizados a continuación de manera conjunta.

-62-



Distribución del agua, Na y Cl en el protoescolex

La estructura del protoescolex es compleja y estudios de su morfología han sido 
realizados por Coutelén (1952) (55 ), Carta y Deiana (19b0)(15 ), Smyth (1902) 

( O ) y "íorseth (19&7) ( 12 ). Desde un punto de vista morfológico compartamen— 

tal puede considerarse que en el protoescolex existen por lo menos dos compar

timientos generales: el celular y el extracelular. Ambos distarían mucho de ser 

homogéneos y en realidad, basados en los datos morfológicos, se puede suponer 

que tanto el compartimiento celular como el extracelular son heterogéneos. Es 

así que el protoescolex posee un tegumento sincicial, una masa importante de mus 
culo liso, células ciliadas de los túbulos excretores, etc. (’.Iorseth, 19^7 ( 12 ) 

Smyth, 19<J2 ( 6 ) como también los espacios extracelulares comprenderían el espa 

ció extracelular de los tubos excretores (Carta y Deiana, 1940 (15 ).

Aunque no es posible identificar con certeza el compartimiento en el que se acu

mula el agua y el Cl Na que ingresa al protoescolex durante el proceso de vesicu 

lización precoz, los resultados obtenidos sugieren que esto tiene lugar en el com 

partimiento extracelular. Esta conclusión se apoyaría en las siguientes observa
ciones; a) los cambios del contenido de agua y Cl Na no afectan al contenido de K 

(FIGURA 5 y TABLA i); b) la ouabaína, que sí afecta una fracción del contenido de 

K ( y Na) del protoescolex (FIGURAS 9 y 14> TABLA 5) no modifica el proceso de in 

corporación de agua y Cl Na (FIGURA 14); c) cuando se calcula la concentración 

del absorbato se comprueba que este tendría concentraciones de Na y Cl próximas a 
las dél medio de incubación (FIGURA 6). Este último punto es de mucho interés ya 

que, por otra parte, los valores de Na y Cl del absorbato (175 y 143 mil respecti 

vamente) son también muy similares a las concentraciones de estos iones en el flui 

do hidatídico (Mazzoco, 1923 (3^ ). De manera que los resultados aquí presentados 

aportarían evidencias indicando que la composición del fluido que se acumula en el 

protoescolex durante el estadio más precoz del preceso de vesiculización ya tiene 

una composición en Cl Na similar a la del fluido de los quistes hidatídicos adultos.

El posible papel que puede jugar el sistema de túbulos excretores (sistema protone 

frítico) en el mecanismo de vesiculización merece un comentario. A este sistema se 

le atribuye funciones relacionadas con el balance osmótico del parásito si bien no
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existen evidencias directas en favor de que así sea. Si el sistema protone.ftn.tico 

estuviese involucrado en la regulación del balance del agua y CJ Na a través del 

control de la excreción de estas sustancias entonces una hipótesis atractiva se

ría atribuir el proceso de vesiculizaáón a una incapacidad del sistema de túbulos 

excretores de eliminar el agua y Cl Na que absorbió el protoescolex. Aunque esto 

último entre en el terreno especulativo es factible en el futuro de un estudio ex 

nerimental, ya que este tipo de fenómeno debería asociarse a cambios morfológicos 
en el sistema excretor pasibles de ser detectad® por microscopía electrónica (Mor 

seth, 1967 (12), Wilson, 19'69 ( 57 )•

Estado estacionario de potasio. Análisis compartamental. Acción de la ouabaína

En general todas las células concentran potasio y eliminan sodio contra sus gra

dientes electroquímicos, manteniendo el estado estacionario de los mismca Esto es 

una condición fundamental para el mantenimiento de la vida.

Dado que el potasio es un ión fundamentalmente intracelular se lo utilizó como pa 

rámetro para evaluar la integridad de los protoescólices durante los períodos en 

que se realizaron las experiencias. Este se mantiene notablemente estable,en otras 
palabras, está en estado estacionario, en 235 umoles/gps (FIGURA 9 TABLA 5 ) obser 

bándose que el mayor cambio producido en el contenido del mismo alcanzó al 16% 

(FIGURA 5 y TABLA i).

Por otra parte, como ya se habría demostrado previamente (Reisin, Cantiello y Ro— 

tunno (1977), Reisin y Rotunno (1979) y Reisin, Rabito y Cantiello (i960) FIGURAS 

9. 10 y 14), una importante fracción del contenido total del mismo está asociado 

a la actividad de una bomba NaK ouabaína sensible^ (58).

Por lo tanto, interesó conocer la distribución del contenidodel mismo y establecer 

los mecanismos que regulan la misma para los protoescólices en condiciones control, 

lo que se vio facilitado por el hecho de que el K se mantiene on estado estaciona 

rio.

El análisis compartamental realizado a partir de las curvas de intercambiado 
(FIGURA 10), ver Apéndice I, nos posibilitó observar una distribución del conteni-

* Esta bomba NaK no participaría de manera significativa en el incremento de sodio asocia
do al proceso de vesiculización FIGURA 14 ).
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do total de potasio (235 pmoles/gps)en por lo menos dos compartimientos de muy dis 
tinto tamaño y con constantes de velocidad muy diferentes (TABLAS u y , FIGURA 11 
El más pequeño de los mismos equilibraría un 14% (34 pmoles/gps) del contenido to

tal a las 3 h (con una constante de velocidad X1 = 0.795b h ). El segundo com — 

partimiento equilibraría totalmente el Eb/í restante (201 pinoles / gps) alrededor de 
las 100 h. con una constante de velocidad X£= 0.0215 h \

Si bien las hipótesis contempladas en el análisis compartamental no permiten eluci 

dar si estos se encuentran en serie o en paralelo, en otras palabras, si los com — 

partimientos intercambian independientemente con el medio de incubación o el según 

do compartimiento lo hace a través del primero; las correciones hedas a partir de 
las ecuaciones de Huxley (bp ), TABLA 7, no son realmente significativas debido a las 

diferencias en el tamaño de los compartimientos y sus respectivas constantes de velo 

cidad. Este análisis cinético se puede resumir para protoescólices en condiciones 

control, en la FIGURA 12, donde podemos observar en línea continua la curva teórica 
que obedece a la ecuación Q^= 34 (1-e “$«/9bó) 4. 201 ( 1-e —0.02^5) que ca_

racteriza dicha compartamentalización. Qt representa el contenido de potasio total.

Todo análisis compartamentl requiere en general una comprobación independiente que 
verifique morfológicamente las barreras cinéticas halladas en él (Cereijido y Rotu

nno, 1970 , Solomon, I960 )«(^9).

Realmente la estructura del protoescolex se puede considerar de una gran complejidad 

anatómica, pero, en la que por lo menos existirían dos compartimientos; un espacio 
extracelular y el compartimiento celular (iiorseth, 19ü7) ( 12). río se ha podido, has 

ta el presente, comprobar hasta qué punto, los compartimientos observados en el aná

lisis cinético para el catión potasio representarían anatómicamente estas estructu

ras morfológicas. Lo que sí sabemos es que el balance de sodio y de potasio en los 
protoescólices depende, al menos en parte, del metabolismo del mismo (Reisin, Rabito 

y Cantiello, 19Í>0) y que un estudio sobre la acción de inhibidores de la bomba NaK 

ouabaína inhibible u otros, como así también la posteriorlocalización de las mismas 

ayudarían a resolver el'problema.

El balance de sodio y de potasio se altera notablemente por acción del IA, conocido 
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como inhibidor de la vía glucolítica anaeróbica. Esto confirma la importancia de 
la misma como principal fuente de energía (Agosin, 1957) (24). Este balance se ve 

de Oxígenoalterado por el CNK en altas tensiones aunaue su acción no es tan marcada como con 
el IA. Para el caso de los incubados oon IA o IA + CNK (Reisin, Rabito y Cantiello 

I98O) el balance de electrolitos no alcanza un estado estacionario donde el potasio 

caería 145 umoles/gps y el sodio aumentaría 152 pmoles/gps. Estas son oonsiderable 

mente más grandes que las fracciones ouabaíno sensibles. La ouabaína como inhibidor 

específico de la bomba Na-K causa un incremento en el contenido de sodio y una dis 
minución en el de potasio y en cantidades aproximadamente equivalentes ( ¿9), FIGU 

RA 14. Ahora, si bien hay un aumento de 35 pmoles/gps, y una caída de 41 pmoles/ 

gps en el Na y el potasio respectivamente a las 3 h de incubación y aún a las 24 h 

se observa una caída en el contenido del segundo de 91 pmoles/gps se observa que 

las diferencias son considerablemente menores respecto de los incubados con IA. De 

aquí se plantean dos problemas; uno asociado a la acción de la ouabaína y el otro 

a la posible existencia de otros mecanismos de trasporte activo.

En primer lugar, desde el punto de vista del análiss compartamental hemos observado 
que el compartimiento pequeño intercambia hasta 34 f-imoles /gps pero la caída del con 

tenido de potasio no aleanza sino un cuaséstado estacionario en los incubados con 
ouabaína (FIGURA 9) en alrededor de 9'1 pmoles/gps. Esto se podría explicar de dos 

formas: o por insensibilidad del sistema a la misma o por la inaccesibilidad de es

ta a una fracción del número total de bombas en los protoescólices. Podestá (1977) 
( 60) ha descripto el efecto de la ouabaína en Hymenolepis diminuta en su estadio a- 

dulto, pero este autor únicamente encontró efecto cuando el tegumento del parásito 

era cortado lo que expondría el espacio extracelular del mismo a la solución del ba 

ño. Por otra lado Pappas, Uglem y Read (1973) ( ¿1) demostraron que el estadio lar

val de la Tenia crassiceps era permeable a la ouabaína. Nuestras experiencias se 

realizaron en protoescólices intactos, invaginados, pero, hasta qué punto el efecto 

de la ouabaína se deba a que estos son permeables a la mismo o por qué las bombas 
NaK (ambos compartimientos) estén localizados en la membrana apical del sincicio del 

protoescolex no se sabe actualmente. De todas formas, el tegumento del protoescolex 

de Echinococcus granulosus es bastante diferente al del Hymenolepis diminuta. No se 



puede descartar que, como se ha observado en otros modelos biológicos exista cierta 

insensibilidad a la ouabaína De todas formas, el efecto de la ouabaína no al 

canza a explicar las diferencias encontradas para los incubados con IA o IA + CNK. 

Podrían existir otros mecanismos de trasporte de iones, v.g. el sistema de traspor

te de sodio sensible al ácido etacrínico en células renales descripto por líhittembu- 
ry y Froberbio ( 02 ).

Hemos observado el comportamiento del contenido de iones en los protoescólices incu 

bados con ácido etaaánico y ácido etacrínico + ouabaína como se observa en la TABLA 11

Contenido de electrolitos^ en protoescólices incubados durante 3 horas a 
37°C en 954 0? en presencia de ouabaína 10—4?v¡» Acido etacrínico 0.5 y

2.0mXí y ambas.

Na
K

PiUQxeS /err; s Cl

control 233 ± 12 (4) 239 ± 4 (3) 135 + 3 (4)

ouabaína (10 *41) 219 ± 2 (4) 209 ± 5 (4) 118 ± 4 (3)

-3Etacrínico (0.5x10 M) 211 ± 1 (5) 232 + 1 (5) 137 ± 7 (5)

ouab aín a+Et ac rín ico 
(10-Z7i) +(O.5xlO-3M)

228 ± 10 (5) 222 + 7 (4) 145 ± 8 (5)

Acido Etacrínico 
(2x10-3M)

305 ± 8 (5) 217 ± 5 (5) 174 + 7 (5)

ouabaina+Etacrinico 
(iCT^M) y (2x10-3?.:)

202 + 10 (4) 187 +4 (4) 133 + 13 (9)

* Experiencia en que se lavó el espacio atrapado con sacarosa 0.3-1 a 4°C.

TABLA 11

Se observa en la misma que hay diferencias significativas en los incubados en presen 

cia de ácido etacrínico 2mM y + ouabaína 10 respecto de los controles, por lo que 

en primera instancia no se descartaría la posibilidad de existencia de otros mecanis 



mos de trasporte activo.

Comportamiento del potasio. Trasporte activo

La medición de los influjos en condiciones control (frescíe) o incubados con ouabaí 

na 10-y 30 minutos, permitió comprobar que un 54% de la entrada total de pota — 

sio a los protoescólices estaría asociada a un trasporte activo ouabaíno—sensible 
(FIGURA 13, TABLA 8). La estimulación obtenida en los protoescólices enriquecidas 

con sodio es notable tanto para los controles 263 ± 25%, como para los incubados 

con ouabaína, 251 + 37»8%(TABLA 10). Dado que ambos valores son similares, el efecto 

podría deberse a un cambio en la permeabilidad al potasio producida por el efecto de 

su depleción

Por otra parte, se observó la dependencia del J;n respecto del contenido interno de 

sodio, o sea la activación del sistema de trasporte asociado a la presencia del Na 

contralateral. En la FIGURA 23 se encuentra lo que en una primera aproximación es una 

correlación lineal y positiva para dicho influjo respecto del contenido de sodio. Se 

puede observar que el valor a ordenada 0, o sea el valor del contenido de sodio para 
J¡* = o , que es significativamente distinto de cero, correspondería a una frac

ción del contenido interno de sodio que no es accesible a la bomba. La diferencia en 

tre las pendientes de ambas rectas de regresión es altamente significativa. 001 > p 
y la recta asociada al J* en presencia de ouabaína tiene una pendiente distinta 

de cero. Esto se podría explicar a partir de razones antes mencionadas, una de ellas 

sería la relativa insensibilidad de una fracción del J¡n a la ouabaína o podría 

ser que existiese una fracción del total de bombas, funcionantes a las que ésta no 

llega.

Cinética de trasporte activo de potasio

La cinética de saturación que se observa en línea continua en la FIGURA 21 y que ajus 

ta los puntos experimentales de dos experiencias distintas en su ¿orna más simple obede-
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Se observó la dependencia de la entrada de K a los protoescólices previamente de—

plecionados, respecto de la concentración de potasio externa K Esto es de sumo L Jo
interés para comprender’ los mecanismos de entrada del mismo.



ce a una ecuación del tipo:

A partir de la utilización de los valores de potenciales eléctricos ( AV ) obtenidos 

con una técnica de empalamiento con microelectrodos de vidrio, de la barrera tegumenta 
ria de los protoescólices, (Cantiello, Ibarra, Reisin, 19bO)(ó¿ )obtenidos en nuestro 

laboratorio, se pudo calcular la permeabilidad aparente para el potasio en protoescóli 

ces previamente deplecionados, CONDICION III e incubados con ouabaína, CONDICION IV, 
FIGURA( 21 ) cuyos valores son -53m V y -29mV respectivamente.

FIGURA 21. Influjos, exlujos y flujos netos en protoescólices 
frescos- y enriquecidos con Na. (i y III) y en pre
sencia de ouabaína ICT^M (II y IV) respectivamente.
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Esta curva de tipo sigmoideo y de orden cúbico respecto de la K tiene mi J* 
- Jo

de 3o umoles/gpsh; a= 30-3.

F I i iKLa K a la cual se alcanza -g- Jmax es de 3.12 mM. Esta ecuación con la que se
- Jo

pudo ajustar los puntos experimentales indicaría que hacen falta 3 potasics simultánea

mente para la activación del sistema de trasporte, a diferencia de otros modelos que 
obedecen a cinéticas de orden cuadrático ( u3 ).



Aplicando una corrección de las ecuaciones de Goldman 

de influjos;

para la utilización

y, donde

P’K es la permeabilidad aparente al potasio, calculada en estas condiciones.

J¡n es el influjo de potasio a los protoescólices previamente enriquecidos

con sodio incubados con ouabaína CONDICION IV y que se asume es pasivo,

donde R= cte. de los gases; F= cte. de Faraday, e= base de los logaritmos 

neperianos y AV es el valor de la diferencia de potencial obtenida en esas condi 
ciones -29mV con su signo respectivo (Se considera positivo si el AV ayuda al 

y negativo si se la opone(Se toma como referencia el baño externo). El valor de
en estas condiciones es de 17 x 10“7cm/sSa Con jicho valor y el AV correspon

diente se calculó a partir de la que es gnM, el J"pasivo” para la con

dición III, o sea los enriquecidos con sodio cuyo valor es 3$ pmoles/gpsh. Para 
. K olos tratados con ouabaína, CONDICION IV el J-n "pasivo" es de 2o pmoles/gps h. 

La diferencia, considerando que no hubo cambios en la PK, o sea 10 pmoles/gpsh 

se moverían por el AV electrógenico de la bomba.

Si calculamos ahora el JfKn pasivo en la CONDICION III a partir del AV obtenido 

en los incubados con ouabaína (l V), es decir, suponiendo el resto del movimiento 
, , Kde potasio pasivo se efectuaría por el AV electrogenico obtenemos un J;n 27 

pmoles/gpsh cuya diferencia con el Jfn pasivo calculado con el potencial obte 

nido en III son 11 p:noles/gpsh. Si se observa que la diferencia de los to—

tales para condiciones III y IV son 36 pmoles/gpsh esto es que el Jfn asociado 

al trasporte activo son 3'3 pmoles/gpsh y que el componente electrogénico mueve
11 pmoles/gpsh representaría ü/3o = 0-31 una tercera parte. Por lo que se podría 

asumir que para el trasporte activo de potasio 2 potasios entrarían por la bomba 

y uno se incorporaría pasivamente debido al incremento del AV electrogénico pro
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ducido por la actividad de la bomba. La imposibilidad de obtener datos que concuer 

den para las condiciones I y II estaría ligado al hecho de que se producirían cam

bios de permeabilidad entre ambas condiciones. Esto nos lleva a evaluar en el futu 

ro estos datos de otra forma.

En el caso particular de las Condiciones III y IV la estimulación misma producida 

por la defleción modificaría en ambas, la permeabilidad de la misma.
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APENDICE I

Análisis compartamental

El análisis compartamental tiene la validez y el alcance de generar modelos abstrae 

tos qué reproduzcan la cinética de distribución de trazadores, en general radioacti 

vos en sistemas biológicos. Esta validez surge de considerar una serie de hipótesis 
como son; a) la composicióide cada compartimiento es uniforme; b) la inyección del 

trazador no afecta el comportamiento del sistema; c) este no puede discriminarlo, 

d) tanto el movimiento de entrada como de salida son al azar y lo más importante, 

e)la velocidad del mismo está limitada por barreras cinéticas que es lo único que se 

puede observar (Solomon, I960, (59), Atkins, (19b9)(bu).

Estado estacionario. La condición más simple bajo la que se puede realizar el análi 

sis compartamental de un sistema lo constituye la condición de estado estacionario, 

en este caso la única fuerza impulsora para el trazador será sus gradientes de acti
vidad específica (p^)(Solomon, I960 (59), Atkins, 19bb (üó), Cereijido y Rotunno, 

1970 (33)« De esta manera un sistema cerrado que inicialmente tiene una distribu - 

ción no homogénea tras un tiempo suficientemente largo (too ) tenderá a tener al 

trazador uniformemente distribuido en todos los compartimientos que lo componen. En 

estado estacionario el trazador sigue una cinética de primer orden independiente del 

orden de la reacción que se quiere investigar.

En general se pueden utilizar dos procedimientos diferentes (Cereijido y Rotunno, 

IQ70): incorporación y lavada de trazadores. En las experiencias informadas en esta 

tesis se utilizó una cinética de incorporación en un sistema de tres compartimientos 

uno de los cuales es de capacidad infinita resoecto de los otros dos.

Incorporación de trazador

El sistema en estudio se considera como un sistema de tres compartimientos; baño de 
incubación (Compartimiento 1) y dos compartimientos intraprotoescolex (Compartimien 

tos 2 y 3) estos últimos pueden estar en paralelo o en serie. Para el primer caso se 

considera que cada compartimiento intercambia independientemente con el medio de in
cubación ( FIGURA I, a) o como en el segundo caso, se puede considerar que el compar 

timiento 3 intercambia con el medio a través del compartimiento 2 (FIGURA I, b).
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FIGURA AI 

integrando entre t=o y t=t teniendo en cuenta que las ecuaciones Ap y A3 y consideran 
do que Pio*= p^^ (reservorio infinito) se obtiene que 

cada compartimiento será entonces Q2 y y para las ecuaciones de equilibrio del tra 

zador (t= ) tenemos que

-73-

Análisis en naralelo

Q T = Q2 + Qq (A7). Esta ecuación es válida en tanto se cumpla realmente 

que ambos compartimientos", 2 y 3 intercambian independientemente con el compartimiento 

1.



Compartamentalización en serie

Huxley desarrolló un tratamiento para analizar el intercambio de un ión marcado 

entre la solución que baña a una masa muscular. Este autor consideró la existen 

cia de 3 compartimientos distribuidos en serie; 1) la solución externa. 2) el 

líquido extracelular del tejido y 3) las células musculares (FIGURA AI b). La 

hipótesis de que el intercambio se puede explicar por la suma de dos términos de 

primer orden que corresponderán a los dos compartimientos no es adecuada, ya que 

en el sistema en serie a t=o sólo se carga el compartimiento 2 y el 3 lo hace a 

partir de la actividad específica del 2. La magnitud y naturaleza de dichos erro 

res se puede ilustrar más claramente en una experiencia del lavado. La radioacti 
vidad total del tejido (P2 + Pp )A 8 consistiría cinéticamente en aproximadamen

te dos términos exponenciales como vimos antes a partir de que

A9

la hipótesis más común es equivalente a escribir;

A10

All

mientras que de hecho ambos compartimientos tendrían términos con cada una de 

las constantes de velocidad.

Lo que se trata de obtener es el valor inicial o sea el compartimiento in— 

tracelular de radiactiúdad PQ que puede obtenerse de las cantidades medidas Q2 
y Q3, Al y A 2, a partir de la relación derivada por Iluxley; quien obtuvo, a 

partir de Ag, A12 y A13 la ecuación,

A 14
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La hipótesis común de que Pqq _ sería una sobreestimulación dado que

el error puede ser grande especialmente en los casos en que 
X1 *X2.

Q3 o

La aplicación de la ecuación A14 an los experimentos que se informan en esta 

tesis muestra que la corrección para los valores obtenidos en Q es del

TABLA 7.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

El protoescolex de Echinococcus granulosus es un componente muy peculiar del ciclo 

del parásito que bajo condiciones adecuadas puede evolucionar tanto hacia su etapa 

adulta de tenia o bien originar un cruiste hidatídico.

Los estadios iniciales de este último proceso ocurren a partir de un término que 

se denominó vesiculización del protoescolex.

En contraste con los conocimientos morfológicos de dicho proceso, no existe infor

mación respecto de las modificaciones sufridas por los mismos en sus mecanismos de 

regulación del agua y electrolitos ni su compromiso con la actividad metabólica 

cuando comienza -la vesiculización.

Los protoescólices de Echinococcus granulosus (variedad ovina) incubados in vitro 

en RK o en MEM a 37°C por períodos de 24 h sufrieron un gran incremento en sus con 

tenidos de agua, sodio y cloruro. Dichos aumentos no eran debidos a un incremento 

del volumen del espacio atrapado en los tacos de centrifugación. Esto se verificó 

a partir de la medición de dicho espacio de dos maneras diferentes; lavado del mis 
3 mo con solución de sacarosa 0.3 M a 4°C o medición del mismo con metoxiinulina II . 

Observándose valores similares a lo largo de las 24 h de incubación. Se verificó 

que las concentraciones de agua y CINa de los absorvatos eran similares a la de los 

medios de incubación. Se cuantificó el aumento del volumen de los protoescólices 

invaginados, a partir de la medición de sus diámetros mayor y menor asimilando su 

forma a la de un elipsoide de resolución prolato. Se encontró una alta correlación 

lineal y positiva entre el aumento de volumen de los mismos y la entrada del absor 

vato a los protoescólices. Los valores de los flujos netos de agua medidos a partir 
de ambos métodos fueron muy similares. Se estableció que la ouabaína (10 Sí) no a- 

fecta el proceso de ais Oreión de agua y CINa asociado a la vesiculización.

En contraste con estos incrementos el contenido de potasio, catión fundamentalmente 
intracelular, se mantuvo sensiblemente constante (estado estacionario) durante las 

24 hs por lo que se lo usó como un parámetro para evaluar la integridad de los pro— 

toescólices. En esas condiciones se realizó un análisis compartamental del mismo 
42 con el objeto de estudiar su distribución a partir de la incorporación de K .Se 



observó que éste se distribuiría en por lo menos dos compartimientos, uno peque 

ño y de rápido intercambio y uno grande y lento. La distribución de los mismos 

en paralelo o en serie afecta relativamente poco el tamaño de los mismos.

42De los primeros tiempos de incubación con K se calcularon los influjos de K 

tanto en condiciones control como en los tratados con ouabaína. Se observó que 

una importante fracción de la entrada total de potasio a los protoescólices es

taría asociada a la actividad de una bomba Na K ouabaíno-sensible previamente 
descripta por Reisin, Cantiello y Rotunno, 1977 (44*). En protoescólices enrique 

cidos con sodio los influjos de K sufren un notable incremento respecto de los 

controles.

Lo mismo ocurrió en los incubados con ouabaína. Se comprobó que la misma no só 

lo disminuye los influjos sino que aumenta el eflujo de K. Se comprobó además 
la dependencia del contenido de Na interno (catión contraleteral) en el influjo 

de potasio. Se evaluó las diferencias entre la regulación en el contenido de Na 

y K producida por la ouabaína y por el la o IA + CNK en términos de inaccesibi

lidad de la misma a los sitios de trasporte o la posible existencia de otros sis 
temas de trasporte, v.g. el escrito por Whittemburg y Proberbio (62). Se estudió 

además la relación existente entre el influjo de K y la concentración externa 

del mismo para caracterizar su sistema de trasporte.

El influjo ouabaíno inhibidle es saturable y tiene una relación sigmoidea de or 

den exponencial cúbica con la concentración de potasio externa. El componente 

electrogénico debido a la actividad de la bomba daría cuenta de un tercio del in 

flujo que es sensible a la ouabaína.
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LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

AQ= Actividad o velocidad de desintegración al t=o (CPM)

A Actividad o velocidad de desintegración al t=t (CPM)

Ci: Curie

mCi: milicurie

pCi; mic roe u ri e

F= 9Ó5OO coulombs/mol

gp.s.: gramo de peso seco

lin; Influjo

Jout; Eflujo

In; Flujo neto

Jx Flujo activo de la sustancia xa
Jx ; Flujo máximo de la sustancia x 
max

J¿j: Flujo de la sustancia x desde el compartimiento i al j en pmoles/g p.s.h
o pmoles/cm^ seg.

^ij: Constante de velocidad del compartimiento i al j.

P; Cantidad de trazador p Ci

P^-: Cantidad total de trazador pCi

P^; Cantidad de trazador en el compartimiento i

p: Concentración del trazador pCi/ml

p ': Actividad específica del trazador Ci/pmol

Pi: Actividad específica del trazador en el compartimiento i.

Q: Cantidad de sustancia pmoles.

Q^: Cantidad total de sustancia.
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Qi: Cantidad de sustancia en el compartimiento i

R= 0.0152 °K/mol

t; tiempo

T: temperatura °K

V; voltio

mV: milivoltio

△V: diferencia de ootencial eléctrico

x^; valor de la variable x en el compartimiento i.

xio: valor de la variable x en el compartimiento i a tiempo o.

x^ valor de la variable x en el compartimiento i a tiempo infinito.
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