
UNIVERSIDAD
AUTÓNOMA DE BARCELONA

Departamento de Genética y Microbiología
FACULTAD DE MEDICINA
(Unidad Docente Sant Pau)

CARACTERIZACIÓN,
PURIFICACIÓN

Y LO CÁLIZ ACIÓN
INMUNOHISTO QUÍMIC A

DE LOS
ANTIGENOS MAYORITARIOS

DE
Echinococcus granulosus

ANTIGENO 5 Y ANTIGENO B

Tesis que para optar al Grado de Doctor presenta

Fernando Sánchez Reus

Bajo la dirección de

Dra. Dña. Carmen Muñoz Batet
Profesor Asociado de Microbiología y Parasitología Médica

Departamento de Genética y Microbiología
Facultad de Medicina

(Unidad Docente de Sant Pau)
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE BARCELONA

Barcelona, Marzo de 1992



RESULTADOS Inmunolocalización

LOCAUZACION IIsnVlUIVQHlSTQLOGICA DE
LAS FRACCIONES ANT1GEN1CAS

La obtención y posterior procesamiento de vesículas proliféras y mem-

branas quísticas de procedencia humana, permitió disponer de prepa-

raciones histológicas útiles para ser empleadas como antígenos

particulados sobre los que localizar, a nivel estructural y

ultraestructural, las fracciones antigénicas mayoritarias de E.

granulosus (Ag 5 y Ag B).

Para la inmunolocalización se emplearon los antisueros mono y

poliespecíficos obtenidos previamente por inmunización de animales de

experim entaci ón.

Previamente a la inmunolocalización se precisaron estudios morfológicos

que permitiesen conocer, a nivel estructural y ultraestructural, las

diferentes estructuras presentes en las formas larvarias de E.

granulosus.
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RESULTADOS Inmunolocalización

ESTRUCTURA DE E. granulosas POR
MICROSCOPÍA ÓPTICA

La observación microscópica de los cortes histológicos que se han obtenido

a partir de quistes hidatídicos hepáticos previamente fijados en formol

e incluidos en parafina permite, tras un proceso de desparafinización,

rehidratación y tinción, la observación morfológica y el estudio es-

tructural de la fase larvaria del parásito.

A pequeños aumentos, el metacestodo, se observa formado por una

cavidad quística incluida dentro del parénquima hepático, rodeada por

tejido fibroso, y que contiene en su interior, abundantes "detritus" y

protoscólex libres, a la vez que numerosas formaciones quísticas menores

con gran número de protoscólex.

Trataremos separadamente las observaciones referentes a : la estruc-

tura del quiste hidatídico madre, la reacción desencadenada en los

tejidos del hospedador, la estructura de las vesículas proliféras y por

último la estructura de los protoscólex.

ESTRUCTURA DEL QUISTE HIDATÍDICO

El quiste hidatídico se observa formado por una fina membrana

interna (membrana germinativa) que se observa rodeada de una

membrana mas externa dispuesta en capas concéntricas (mem-

brana laminar).

Aquellas tinciones especialmente aptas para destacar la eromatina

nuclear, como son la tinción de hematoxilina-eosina y la tinción

de May-Grünwald-Giemsa, revelan la presencia de numerosos

núcleos asociados a la membrana germinativa, y confirman, por

otro lado, la naturaleza anhista de la membrana laminar.

El empleo de tinciones tricrómicas, como el tricrómico de Masson,

y la tinción de Papanicolaou, permiten distinguir a nivel de la

membrana laminar la aposición de múltiples capas concéntricas

con diferentes características tintoriales (Fig 41).
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RESULTADOS I n m u n o l o c a l i z a c i ó n 

» 

Figura 41. Estructuración de la membrana laminar en capas concéntricas. Tinción 

de Papanicolaou. 320 x. 

L a t i nc ión del ác ido periódico-Schiff, r e v e l a l a p r e s e n c i a de m a 
t e r i a l P A S pos i t ivo t a n t o a n ive l de l a m e m b r a n a l a m i n a r como 
a n ive l d e l a g e r m i n a l . L a r eacc ión P A S p o s i t i v a a n ive l de l a 
m e m b r a n a l a m i n a r es m u y i n t e n s a , no se ve a f e c t a d a p o r l a 
d ige s t i ón con d i a s t a s a y es t a m b i é n t e ñ i d a p o r el a z u l a l c i an , 
m i e n t r a s q u e la r e a c t i v i d a d a n ive l de l a m e m b r a n a g e r m i n a t i v a 
es m a s i r r e g u l a r y se vue lve p r á c t i c a m e n t e i n a p a r e n t e t r a s el 
p roceso de d ige s t i ón con d i a s t a s a . 

M i e n t r a s q u e el g roso r de l a m e m b r a n a g e r m i n a l es m u y cons
t a n t e q u e d a n d o l i m i t a d o al de u n a m o n o c a p a ce lu l a r , el g rosor 
de l a m e m b r a n a l a m i n a r es m u y v a r i a b l e , so l iendo i n c r e m e n t a r 
p a r a l e l a m e n t e a l i n c r e m e n t o de v o l u m e n de los q u i s t e s obse rva 
dos . 
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RESULTADOS Inmunolocalización

REACCIÓN DE LOS TEJIDOS DEL HOSPEDADOR

El aspecto histológico que presenta el tejido hepático que engloba

la formación quística es muy variable, pero se caracteriza por

una alteración del lobulillo hepático y la presencia de una mar-

cada reacción inflamatoria de tipo crónico, no exudativa, con

infiltración mononuclear y eosinóflla, y con importante respuesta

proliferativa fibroblástica que rodea completamente al

metacestodo (Fig 42).

El parénquima hepático alejado de la lesión se observa aparen-

temente sano y los lobulillos hepáticos bien estructurados,

visualizándose claramente los sinusoides hepáticos delimitados

por los hepatocitos dispuestos en placas radiales alrededor de

una vena centrolobulillar.

En las áreas contiguas a la lesión quística se observa como el

efecto masa del quiste hidatídico comprime y desplaza al

parénquima hepático, perdiéndose la estructuración hexagonal

de los lobulillos hepáticos y la disposición radial de los hepatocitos,

que se observan dispuestos como masas desorganizadas que

delimitan sinusoides irregulares incapaces de conectar un espacio

porta con la vena centrolobulillar.

La reacción inflamatoria se evidencia como una área mas o

menos gruesa con células linfomonocitarias, fibroblastos y abun-

dante tejido conectivo, que envuelve completamente al parásito

e intenta aislarlo del parénquima sano.

En la zona mas periférica de la reacción, se observa la presencia

de numerosas células linfomonocitarias (macrofagos, linfocitos y

células plasmáticas) asociadas a polimorfonucleares de tipo

eosinófilo y fibroblastos. Conforme nos acercamos a la pared

quística se aprecia una progresiva disminución de las células

linfomonocitarias y un incremento de fibroblastos, para final-

mente, y ya en íntimo contacto con la membrana laminar, observar

una gruesa pared fibrosa en la que, mediante tinciones

tricrómicas, se evidencia la presencia de una gran cantidad de

fibras de colágeno.
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R E S U L T A D O S I n m u n o l o c a l i z a c i ó n 

Figura 42. Membrana adventicia o periquística. H: tejido hepático, RI: reacción 

linfomonocitaria, RF: reacción fibrosa. Tinción de Papanicolaou. 40x. 

El g roso r de l a reacc ión fibrosa, o m e m b r a n a a d v e n t i c i a , es m u y 
v a r i a b l e , y e s t a e n f u n c i ó n d e l t a m a ñ o d e l q u i s t e y 
p r e s u m i b l e m e n t e de s u a n t i g ü e d a d . 

E n a l g u n a s ocas iones se h a obse rvado el depós i to de s a l e s de 
calcio a n ive l de a r e a s l i m i t a d a s de l a m e m b r a n a adven t i c i a , 
a u n q u e n u n c a se h a v is to u n a calcif icación c o m p l e t a de l a m i s 
m a . 

E S T R U C T U R A DE L A S VESÍCULAS P R O L I F E R A S 
L a s v e s í c u l a s p ro l i f é ras se o b s e r v a n d e l i m i t a d a s po r u n a fina 
m e m b r a n a n u c l e a d a ( m e m b r a n a g e r m i n a t i v a ) q u e def ine u n a 
c a v i d a d qu í s t i c a , e n cuyo i n t e r i o r se o b s e r v a n n u m e r o s a s es
t r u c t u r a s p a r a s i t a r i a s (protoscólex) y r e s to s d e g e n e r a d o s de e s t a s . 
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RESULTADOS Inmunolocalización

La membrana germinativa se observa formada por una monocapa

celular en la que no pueden diferenciarse espacios celulares

delimitados.

Los núcleos se aprecian dispuestos en un estrato único y situados

en el exterior de la formación quística. Tan solo en determinadas

ocasiones se observan acumulos nucleares que, dispuestos en el

exterior de la vesícula, parecen ser responsables del proceso de

invaginación que se inicia a nivel de la pared de esta (Fig 43).

Figura 43. Acumulos celulares en el exterior de las vesículas proliféras. Tinción de hematoxilina

eosina. 800 z.
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RBSULXADOS Inmunolocalización

La linealidad de la membrana germinativa se ve interrumpida

en los plintos de unión con los protoscólex (Fig 44). A este nivel

se observa una mayor proporción de núcleos y la proyección, a

modo de pedículo, de la membrana germinativa, la cual va a

continuarse con el tegumento del polo posterior de los protoscólex

sin que pueda observarse solución de continuidad alguna.

Figura 44. Pedículo de unión entre protoscólex membrana germinativa.

Tinción de hematoxilina eosina. 800x.

A nivel de la membrana germinativa, las tinciones de glúcidos

revelan la presencia de material PAS positivo parcialmente

digerible por la diastasa. Estos depósitos de glucógeno son irre-

gulares y presentan un tamaño y una disposición muy variable,

aunque suelen concentrarse en aquellas áreas con mayor densi-

dad de núcleos (Fig 49-B).
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R E S U L T A D O S I n m u n o l o c a l i z a c i ó n 

E n el i n t e r i o r de l a s ves í cu l a s p ro l i f é ras se o b s e r v a g r a n c a n t i 
d a d de pro toscó lex v i ab le s ( cuya e s t r u c t u r a s e r á t r a t a d a a con
t i n u a c i ó n ) , p ro toscó lex d e g e n e r a d o s o nec ró t i cos y n u m e r o s o s 
" d e t r i t u s " . 
Los p ro toscó lex d e g e n e r a d o s se o b s e r v a n como " s o m b r a s " de los 
p a r á s i t o s e n l a s q u e p u e d e n r econoce r se la p r e s e n c i a de a l g u n o s 
g a n c h o s y el a c u m u l o de n u m e r o s o s núc l eos p icnót icos (F ig 45). 
T a n t o los pro toscó lex d e g e n e r a d o s como los " d e t r i t u s " p o s e e n 
c a r a c t e r í s t i c a s t i n t o r i a l e s P A S p o s i t i v a s (F ig 49-B) , son t e ñ i d o s 
p o r el a z u l a l c i a n (F ig 49-D) y no p i e r d e n la P A S p o s i t i v i d a d t r a s 
el p roceso de d iges t i ón con d i a s t a s a (F ig 49-C). 

Figura 45. PV: protoscólex viable. PD: protoscólex degenerado. Tinción de 

May-Grünwald - Giemsa. 400x. 
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RESULTADOS inmunolocalización

ESTRUCTURA DE LOS PROTOSCOLEX

La morfología del protoscólex y su. estructura general es bien

conocida, pudiendo diferenciarse claramente dos regiones o zo-
nas: la región del escólex que contiene la corona de ganchos y las
ventosas, y la región del soma. Ambas regiones están delimita-
das por el tegumento.

En el interior de las vesículas proliféras, los protoscólex, se
encuentran en su gran mayoría con la región del escólex

OÍ

B

Figura 46. A: Protoscólex invaginado, B: protoscólex en fase de evaginación. oi: orificio de

invaginación, ci: canal de invaginación, v: ventosas, g: ganchos, t: tegumento. Tinción de

hematoxilina eosina. 800 x.
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R E S U L T A D O S I n m u n o l o c a l i z a c l ó n 

i n v a g i n a d a e n el i n t e r i o r de la r e g ión del s o m a , l a cua l p r e s e n t a 
e n s u e x t r e m o ap ica l u n orificio p o r el q u e , a m o d o d e dedo de 
g u a n t e , se i n t r o d u c e l a r e g ión del escólex, o b s e r v á n d o s e e n los 
co r t e s h is to lógicos u n c a n a l de i n v a g i n a c i ó n q u e a c a b a e n l a 
co rona de g a n c h o s y e s t a d e l i m i t a d o l a t e r a l m e n t e p o r l a s v e n t o s a s 
(F ig 46) . 

E l t e g u m e n t o se p r e s e n t a , a mic roscop ia op t ica , como u n a c a p a 
de c a r a c t e r í s t i c a s t i n t o r i a l e s acidóf i las , q u e d e l i m i t a comple t a 
m e n t e a l p a r á s i t o . E n e l la n o se p u e d e n d i f e r enc i a r e spac ios 
c e l u l a r e s , n i e n s u e s pe s o r se a p r e c i a l a p r e s e n c i a de e s t r u c t u r a s 
n u c l e a r e s . 

Figura 47. Protoscólex invaginado. T: tegumento . Tinción de Papanicolaou. 

800x. 

L a superf ic ie e x t e r n a del t e g u m e n t o p r e s e n t a , t a n t o e n la r eg ión 
de l s o m a como e n l a de l escólex e n el caso d e p ro to scó l ex 
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R E S U L T A D O S I n m u n o l o c a l l z a c l ó n 

i n v a g i n a d o s , u n a s c a r a c t e r í s t i c a s t i n t o r i a l e s p a r t i c u l a r e s , q u e se 
o b s e r v a n a m o d o de f ina c u b i e r t a P A S pos i t i va (F ig 49-A y 49-B), 
que n o se a fec ta po r la d iges t i ón con d i a s t a s a (F ig 49-C) , q u e se 
tifie l i g e r a m e n t e con el a zu l alci an (F ig 49-D) y q u e r e t i e n e s a l e s 
de p l a t a c u a n d o se e f e c t ú a n t i nc iones a r g é n t i c a s p a r a f ib ras de 
r e t i c u l i n a (Fig 48). 

Figura 48. Protoscólex invaginado. G: glicocalix. Tinción argéntica para fibras de 

reticulina. 800x. 

A nive l de l p a r é n q u i m a de los pro toscó lex se o b s e r v a u n a d i s t r i 
buc ión i r r e g u l a r de los núc leos ce lu l a r e s (F ig 46) , q u e se ev iden
c i an e s p e c i a l m e n t e c o n c e n t r a d o s e n la r e g ión del escólex, con
c r e t a m e n t e e n l a z o n a c o r r e s p o n d i e n t e a l a s v e n t o s a s y a l 
á r e a de i m p l a n t a c i ó n de l a co rona de g a n c h o s . E n la r eg ión del 
s o m a los n ú c l e o s e s t á n m u c h o m a s d i s p e r s o s y e s e n c i a l m e n t e 
loca l izados e n el á r e a s u b t e g u m e n t a r i a . 
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Figura 49. Tinciones de proteoglucanos. A y B: tinción del acido periódico-Schiff (PAS), lOOOx y 400x. C: 

tinción de PAS tras digestión con diastasa, 400x. D: tinción de azul alelan pH 2.5, 400x. 
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R E S U L T A D O S I n m u n o l o c a l l z a c i ó n 

L a t i nc ión del ác ido periódico-Schiff r e v e l a , e n el p a r é n q u i m a de 
los pro toscólex , depós i tos de m a t e r i a l P A S pos i t ivo e s p e c i a l m e n 
t e a soc iados a l a s a r e a s m u s c u l a r e s de l a s v e n t o s a s y el á r e a de 
i m p l a n t a c i ó n de l a co rona de g a n c h o s . T a m b i é n d e s t a c a la P A S 
p o s i t i v i d a d de l a s a r e a s c e r c a n a s al ped ícu lo , l a p r e s e n c i a i r r e 
g u l a r de a c u m u l o s P A S posi t ivo d i s p e r s o s p o r el p a r é n q u i m a y 
u n a f i na c a p a d e m a t e r i a l P A S p o s i t i v o q u e c o n t o r n e a el 
t e g u m e n t o p o r s u c a r a i n t e r n a (Fig 49-A). Kl m a t e r i a l P A S posi
t ivo del p a r é n q u i m a r e d u c e m a r c a d a m e n t e s u r e a c t i v i d a d t r a s l a 
d ige s t i ón con d i a s t a s a (Fig 49-C) y no se o b s e r v a q u e el a z u l 
a l c i a n t i n a n i n g u n a e s t r u c t u r a p a r e n q u i m a t o s a (F ig 49-D) . 

Los g a n c h o s de los pro toscó lex p r e s e n t a n u n a morfología t íp ica , 
y u n a s c a r a c t e r í s t i c a s t i n t o r i a l e s p a r t i c u l a r e s q u e los d i f e r enc i an 
de l r e s t o de e s t r u c t u r a s p a r a s i t a r i a s . 

Figura 50. Protoscólex invaginado. Tinción de kinyoun. 800x. 
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R E S U L T A D O S I n m u n o l o c a l i z a c i ó n 

Los g a n c h o s , t r a s s e r co loreados po r la fucs ina r e s i s t e n a l a 
decolorac ión con u n a solución de alcohol ác ido (F ig 50) y a d e m á s , 
t i e n e n u n a g r a n c a p a c i d a d p a r a r e d u c i r l a s s a l e s a r g é n t i c a s de l 
r e ac t i vo de Gomor i -Groco t t (Fig 51). 

Figura 51. Protoscólex invaginado. Tinción argéntica de Gomori-Grocott. 800x. 
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RESULTADOS Inmunolocalización

ESTRUCTURA DE E. granulosus POR
MICROSCOPÍA ECECTRONICA

La observación por microscopía electrónica de los cortes ultraflnos que

se han obtenido a partir de vesículas proliféras fértiles previamente

fijadas en una solución de paraformaldehído y glutaraldehído e incluidos

en LowierylR K4M permite, tras un contrastado con acetato de uranilo

y citrato de plomo, la observación morfológica a nivel ultraestructural

de los principales componentes presentes en las vesículas proliféras y

los protoscólex de E. granulosus.

ULTRAESTRUCTURA DE LAS VESÍCULAS PROLIFERAS

Las vesículas proliféras se observan como una cavidad quística

que contiene en su interior protoscólex y abundantes "detritus"

y esta delimitada por una pared celular en sincitio (membrana

germinativa), que se continua con el tegumento de los protoscólex

a través de un pedículo que los une.

A nivel de la membrana germinativa se pueden distinguir cla-

ramente dos regiones, una germinativa y otra conectiva (Fig 52).

La región germinativa es un sincitio celular en el que se puede

distinguir un citoplasma distal o también llamado sincitial, que

sin separaciones celulares bordea toda la cavidad quística, y un

citoplasma perinuclear que engloba a los núcleos celulares y esta

intercomunicado con el citoplasma sincitial a través de unos

puentes citoplasmáticos (Fig 52).

El citoplasma sincitial presenta numerosas prolongaciones

citoplasmáticas digitiformes que se proyectan hacia la luz quística

(microtriquias), y esta formado por una matriz homogénea que

contiene gran abundancia de vesículas de varios tipos.

El citoplasma perinuclear se encuentra en el exterior de la ca-

vidad quística y esta rodeado por la región conectiva, engloba al

núcleo y en el pueden distinguirse algunas endomembranas.
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•
*

Figura 52 A. Ultraestructura de la membrana germinativa de una vesícula prolifera.
Barra:

EXTERIOR CAVIDAD

RC

m

INTERIOR CAVIDAD

RG

Figura 52 B. Representación esquemática de la figura 53 A. RG: Región germinativa, RC:
región conectiva, CS: citoplasma sincitial, cp: citoplasma perinuclear, pe: puente
citoplásmático, n: núcleo, m: microtriquias
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Figura 53 A. Ultraestructura de la membrana germinativa de una vesícula prolifera.
Barra: l(j.m.

EXTERIOR CAVIDAD

RC

O

m

INTERIOR CAVIDAD

Figura 53 B. Representación esquemática de la figura 53 A. RG: región germinativa, RC:
región conectiva, es: citoplasma sincitial, m: microtriquias. t: túbulo.
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RESULTADOS Inmunolocalizaclón

La región conectiva rodea completamente la superficie externa

de la cavidad quística y engloba en su espesor al citoplasma

perinuclear (Fig 52). Esta compuesta esencialmente por elemen-

tos endomembranosos y restos celulares, aunque en ocasiones se

pueden distinguir claramente en su espesor la presencia de fi-

bras musculares y estructuras tubulares pertenecientes al sistema

excretor (Fig 53).

La observación ultraestructural del pedículo de unión entre la

membrana germinativa de las vesículas proliféras y los protoscólex

revela una continuidad absoluta entre el citoplasma sincitial de

la membrana y el del protoscólex (Fig 54). A nivel del pedículo,

en la zona externa del quiste, se aprecia una mayor proporción

de estructuras nucleares y la presencia de numerosos túbulos del

sistema excretor (Fig 54 y 55).

INTERIOR CAVIDAD

Figura 54 A. Representación esquemática del pedículo de unión entre protoscólex y
vesícula prolifera. MG: membrana germinativa, TG: tegumento, CS: citoplasma sincitial,
n: núcleo, t: tübulo, m: microtriquias, fm: fibras musculares.
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Figura 54 B. Ultraestructura del pedículo de unión entre protoscólex y vesículas proliféras. Microfotografías corres-
pondientes a porciones del esquema representado en la figura 64 A. Barra: l(im.
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VESÍCULA PROLIFERA

INTERIOR CAVIDAD

Figura 55 A. Representación esquemática del pedículo de unión entre protoscólex y
vesícula prolifera. MG: membrana germinativa, TG: tegumento, CS: citoplasma sincitial,
n: núcleo, t: túbulos, m: microtriquias, fm: fibras musculares.

Figura 55 B. Ultraestructura del pedículo de unión entre protoscólex y vesículas proliféras. Microfotografías
correspondientes a porciones del esquema representado en la figura 55 A. Barra: 3|im.
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RESULTADOS Inmunolocalización

ULTRAESTRUCTURA DE LOS PROTOSCOLEX

A nivel ultraestructural los protoscólex de E. granulosus se ob-

servan delimitados por un tegumento de carácter sincitial que

recubre externamente al parásito, y engloba en su interior un

parénquima sumamente laxo, pobre en elementos celulares, con

abundante substancia fundamental y muy escasas fibras

conectivas.

La ul trae structura de los protoscólex queda reflejada en las

figuras 56 y 57, en las que se representan esquemáticamente, a

diferentes aumentos, el conjunto de las estructuras observadas

en cortes ultrafinos de protoscólex de E. granulosus. En la figura

57 se representa también una porción de membrana germinativa

de la vesícula prolifera.

TEGUMENTO

El tegumento de los protoscólex, al igual que la membrana

germinativa (Fig 52 y 57), es un sincitio celular en el que se

puede distinguir un citoplasma sincitial y un citoplasma

perinuclear intercomunicados a través de puentes citoplas-

máticos (Fig 56 y 57).

El citoplasma sincitial contiene gran variedad de vesículas,

granulos de diferentes tipos, mitocondrias y otras endomembranas

(Fig 58), mientras que en el citoplasma perinuclear se encuentra

el núcleo de la célula.

La superficie externa del tegumento se encuentra recubierta de

numerosas microtriquias que adoptan dos morfologías caracte-

rísticas sumamente diferentes (Fig 59). La región del soma pre-

senta las microtriquias en forma de pequeñas elevaciones con un

casquete electrodenso, mientras que en la región del escólex las

microtriquias presentan una larga espina electrodensa que des-

cansa sobre una base plana.
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