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RESUMEN 

 

 

 Echinococcus granulosus, el agente causal de la echinococcosis quística, es un cestodo que 

completa su ciclo de vida involucrando un hospedador definitivo canino, en el que se desarrolla 

sexualmente el parásito adulto, y hospedadores intermediarios herbívoros u omnívoros, donde tiene lugar 

el desarrollo asexual del metacestodo, siendo el protoescólex la estructura larvaria con potencialidad de 

desarrollo bidireccional dependiendo del tipo de hospedador en que se aloje.  Debido a que estos 

helmintos basan su metabolismo en la captura de glucosa desde el medio extracelular y la acumulación 

de la misma en forma de glucógeno, es fundamental para el parásito la coordinación de la disponibilidad 

de este azúcar para garantizar los procesos de desarrollo en el metacestodo. En esta Tesis Doctoral se 

constata como la insulina, glucagón y somatostatina, tres de las principales hormonas gastro-pancreáticas 

que regulan la homeostasis de glucosa en mamíferos, impactan directamente el desarrollo y crecimiento 

del estadio larvario de E. granulosus, pudiendo promover la activación metabólica de metacestodos y 

protoescólices.  

 Se identificaron en E. granulosus, tres transportadores de glucosa tipo GLUTs, capaces de 

incorporar un derivado fluorescente de 2-D-glucosa, y dos receptores acoplados a la proteína G con alta 

identidad de secuencia a los receptores de glucagón y de somatostatina humanos, dando cuenta de su 

expresión transcripcional. En presencia de insulina exógena se indujo la captación intracelular de glucosa 

a expensas del aumento en la expresión de estos trasportadores, conduciendo a un incremento en la 

acumulación del monosacárido libre y en forma de glucógeno. A su vez frente a insulina, se indujo la 

degradación de la glucosa incorporada mediante el aumento de la glucólisis y de la fermentación 

homoláctica, con un aumento en la actividad mitocondrial que permitió la obtención de ATP, poder 

reductor y esqueletos carbonados para inducir la síntesis de triglicéridos y de gotas lipídicas. Estas 

actividades anabólicas promovidas por la insulina en el parásito son mediadas entre otras proteínas, por 

la activación de Eg-TOR, un regulador maestro del crecimiento y proliferación celular.  

 Por otro lado, el glucagón exógeno también impactó el metabolismo del cestodo, 

oponiéndose a la insulina en dos aspectos principales, éste induce la degradación del glucógeno y la 

activación de la autofagia. Aunque de la misma manera que la insulina, aumentó la actividad mitocondrial 

y la inducción transcripcional de los genes que podrían estar involucrados en la gluconeogénesis (Eg-

pepck, Eg-g6p y Eg-f1,6bp). Los corpúsculos calcáreos resultaron ser las células especializadas con 

mayores cambios registrados en presencia de glucagón, en los cuales se indujo un incremento del 

potencial de membrana mitocondrial y se aumentó la captación de glucosa desde el medio extracelular, 
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evidenciando la incorporación de glucosa a través de canales citoplasmáticos que vinculan a estas células 

directamente con el tegumento. 

 Finalmente, en presencia de inhibidores de la vía de transducción de señales de insulina 

(como octreotide, un análogo de somatostatina) e inhibidores indirectos de TOR (como metformina), se 

puso en evidencia que el parásito induce previo a la muerte, la activación de autofagia y la acumulación 

de disacáridos no reductores. La síntesis de éstos últimos podría tener lugar a través de la redistribución 

del carbono celular, mediante un ciclo fútil que implica la síntesis y degradación de glucógeno, trehalosa 

y sacarosa para sostener la supervivencia del parásito ante la limitación de nutrientes, especialmente 

debido al déficit de glucosa. Este Trabajo de Tesis aporta evidencias de la relación íntima entre el parásito 

y los hospedadores, a través de la cual, se moviliza la glucosa hacia y dentro del parásito en respuesta a 

las hormonas liberadas en el torrente sanguíneo y/o sistema digestivo de los mamíferos que los hospedan. 

Esta interrelación trófica y metabólica parásito-hospedador, tendría lugar gracias a que el parásito 

adquiere y preserva durante su evolución, las vías de transducción de señales que mantienen la 

homeostasis de glucosa en los mamíferos capaces de permitir su desarrollo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Perla S. Negro, 2022 – Tesis Doctoral 

 

 

ix 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

Echinococcus granulosus, the causal agent of cystic echinococcosis, is a cestode that involves in 

its life cycle, carnivorous definitive hosts, in which the adult worm develops sexually, and herbivorous 

or omnivorous intermediate hosts, where takes place the asexual development of the metacestode, being 

the protoscolex the larval structure with potential for bidirectional development in both types of hosts. 

Since these helminths base their metabolism on the capture of glucose from the extracellular medium 

and its accumulation in the form of glycogen, it is essential for the parasite to coordinate the availability 

of this sugar to guarantee the development processes in the metacestodes. In this Doctoral Thesis it is 

verified how insulin, glucagon and somatostatin, three of the main gastro-pancreatic hormones that 

regulate glucose homeostasis in mammals, directly impact the development and growth of the larval 

stage of E. granulosus, being able to promote metabolic activation of metacestodes and protoscoleces.      

Three GLUT-like glucose transporters (capable of incorporating a fluorescent derivative of 2-D-

glucose), and two G protein-coupled receptors with high sequence identity to human glucagon and 

somatostatin receptors, it was identified and verified their transcriptional expression. In the presence of 

exogenous insulin, it was induced the intracellular glucose uptake at the expense of increased expression 

of these transporters, leading to an increase in the accumulation of free monosaccharide and in the form 

of glycogen. In turn, against insulin, the degradation of glucose was increased, inducing the glycolysis 

and the homolactic fermentation, with an increase in mitochondrial activity that allowed obtaining ATP, 

reducing power and carbon skeletons to induce the synthesis of triglycerides and lipid droplets. These 

anabolic activities promoted by insulin in the parasite are mediated, among other proteins, by the 

activation of Eg-TOR, a master regulator of cell growth and proliferation.  

On the other hand, exogenous glucagon also impacted cestode metabolism, opposing insulin in 

two main aspects, it induced glycogen degradation and autophagy activation. Although in the same 

manner to insulin, it increased mitochondrial activity and transcriptional induction of genes that could be 

involved in gluconeogenesis (Eg-pepck, Eg-g6p and Eg-f1,6bp). The calcareous corpuscles turned out to 

be the specialized cells which registered the greatest changes in the presence of glucagon. They increased 

the mitochondrial membrane potential and induced the uptake of glucose from the extracellular medium, 

evidencing the incorporation of glucose through channels cytoplasmic, which link these cells directly to 

the tegument.  
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Finally, in the presence of insulin signal transduction pathway inhibitors (such as octreotide, a 

somatostatin analog) and indirect TOR inhibitors (as metformin), it was shown that the parasite induced 

prior to death, autophagy activation and the accumulation of non-reducing disaccharides, suggesting that 

the synthesis of them, takes place by redistribution of cellular carbon, through a futile cycle that involves 

the synthesis and degradation of glycogen, trehalose and sucrose to sustain survival in the face of nutrient 

limitation, especially glucose deficit. This Thesis provides evidence of the intimate relationship between 

the parasite and the hosts, through which glucose is mobilized towards and within the parasite in response 

to hormones released in the bloodstream and/or digestive system of mammals, who host it. This trophic 

interaction and metabolic interrelation in host-parasite would take place due to that the parasite acquires 

and preserves during its evolution, the signal transduction pathways that maintain glucose homeostasis 

and that guarantee its survival in them. 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

Los parásitos del género Echinococcus pertenecen al Filo Platyhelminthes, Clase Cestoda, Orden 

Cyclophyllidea, Familia Taeniidae. El género Echinococcus incluye a las especies: E. granulosus sensu stricto 

(s.s.), E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis, E. felidis (todos comprenden el complejo de especies denominado E. 

granulosus sensu lato –s.l.-), E. multilocularis, E. shiquicus, E. oligarthrus y E. vogeli. Se ha reconocido que hay 

variantes intra-específicas dentro de la especie E. granulosus. Con respecto a las otras especies de Echinococcus 

descriptas, no hay pruebas claras de la existencia de genotipos o cepas distintas, aunque se han descripto 

variaciones regionales a escala continental. No se conoce información sobre la variabilidad de las otras especies 

mencionadas (Xiao et al., 2005). 

 

1.1. Clasificación taxonómica 

Ubicación taxonómica del género Echinococcus (Rudolphi, 1801) 

Reino: Animalia 

Phylum: Platyhelminthes  

Clase: Cestoda 

Subclase: Eucestoda 

Orden: Cyclophyllidea 

Familia: Taeniidae 

En la base de la radiación de la bilateralidad, los platelmintos se dividen en tres clases: la clase Turbellaria, 

de vida libre, y dos clases parásitas: Cestoda y Trematoda. Pertenecen al superphylum Lophotrochozoa (Dunn 

et al., 2008) junto a los filos Annelida y Mollusca, los cuales también comparten características con el 

superphylum Ecdysozoa que comprende a artrópodos y nematodos, (Parkinson et al., 2012; Elphick et al., 

2018) (Figura 1). 

 

Figura 1. Filogenia animal. Árbol filogenético que muestra las relaciones de los metazoos no bilaterales y bilaterales. Los no bilaterales 

incluyen filos que carecen de sistemas nerviosos (Porifera y Placozoa) y filos que tienen sistemas nerviosos (Ctenophora y Cnidarios). Los 

bilaterales comprenden dos super-phyla: los deuterostomes, que incluyen vertebrados, y los protostomes, que incluyen lofotrocozoos 

(moluscos, platelmintos y anélidos) y ecdisozoos (que incluyen a los artrópodos y nematodos). 
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Especies reconocidas de Echinococcus 

 

 E. granulosus (Batsch, 1786). Distribución cosmopolita. Hospedadores Definitivos: cánidos (principalmente 

el perro). Hospedadores Intermediarios: ungulados, primates y marsupiales. El metacestodo es de localización 

visceral, principalmente hígado y pulmones. El ser humano se comporta como Hospedador Intermediario 

Accidental, desarrollando Echinococcosis Unilocular (Echinococcosis Quística). 

 E. multilocularis (Leuckart, 1863). Su distribución geográfica es Centro y Norte de Europa, Asia y América 

del Norte. Hospedadores Definitivos: principalmente zorros. Hospedadores Intermediarios: roedores. El 

metacestodo es multivesicular (alveolar) y de localización visceral, principalmente hígado. El ser humano se 

comporta como Hospedador Intermediario Accidental, la enfermedad se denomina Echinococcosis Alveolar. 

 E. vogeli (Rausch y Bernstein, 1972). Su distribución geográfica es América Central y del Sur. Hospedadores 

Definitivos: zorro pitoco o zorro vinagre (Speothos venaticus). Hospedadores Intermediarios: pacas 

(Cuniculus paca). El metacestodo es poliquístico y de localización visceral, principalmente hígado. El ser 

humano se comporta como Hospedador Intermediario Accidental, causando Echinococcosis Poliquística. 

Actualmente la enfermedad en humanos es denominada Echinococcosis Neotropical (junto con la causada por 

E. oligarthrus). 

 E. oligarthrus (Diesing, 1863). Actualmente designado como E. oligarthra. Su distribución geográfica es 

América Central y del Sur. Hospedadores Definitivos: félidos silvestres. Hospedadores Intermediarios: agutí 

(Dasyprocta spp.), pacas (C. paca) y roedores (Proechimys spp.). El metacestodo es poliquístico, y es de 

localización periférica, principalmente muscular, ocasionalmente visceral. Actualmente la enfermedad en 

humanos es denominada Echinococcosis Neotropical (junto con la causada por E. vogeli). 

 E. shiquicus (Xiao et al., 2005). Distribución geográfica zona de la meseta de Qinghai-Tibet en la región de 

Asia Central. Hospedadores Definitivos: zorro del Tibet (Vulpes ferrilata). Hospedadores Intermediarios: pika 

de la meseta (Ochotona curzoniae). El metacestodo es unilocular y es de localización visceral. No ha habido 

reportes de casos humanos. 

 E. ortleppi (Lopez-Neyra y Soler Planas, 1943) (Cepa G5). Distribución geográfica: Europa, Sudáfrica, India, 

América del Sur, Rusia. Hospedadores Definitivos: perros. Hospedadores Intermediarios: bovinos. El 

metacestodo es unilocular y es de localización visceral. Se conocen casos humanos, pero de muy baja 

frecuencia. 

 E. equinus (Williams y Sweatman, 1963) (Cepa G4). Distribución geográfica: Europa, Sudáfrica, Medio 

Oriente. Hospedadores Definitivos: perros. Hospedadores Intermediarios: caballos. El metacestodo es 

unilocular y es de localización visceral. No se ha demostrado aún su potencial zoonótico. 

 E. felidis (Ortlepp, 1937). Distribución geográfica: Sudáfrica. Hospedadores Definitivos: leones. 

Hospedadores Intermediarios: jabalíes e hipopótamos. No han sido registrados casos en humanos. 
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E. granulosus es un parásito de naturaleza compleja, su fenotipo es el mismo en todos los especímenes salvo 

las variaciones individuales propias de los seres vivos, sin embargo, es la única especie dentro del género 

Echinococcus que muestra gran diversidad genotípica. Dentro de E. granulosus existen variables genéticas que 

permiten diferenciar distintas cepas por medio de técnicas moleculares. Se les ha asignado un genotipo de acuerdo 

a su caracterización en base a marcadores moleculares independientes (en especial, genes mitocondriales), 

determinada por variaciones intraespecíficas en la secuencia nucleotídica del segmento de 366 pares de bases del 

gen mitocondrial cox1 que codifica la subunidad 1 de la citocromo- oxidasa y en algunos pares de bases del 

segmento de 471 pares de bases del gen mitocondrial nadhdg que codifica a la NADH-deshidrogenasa del parásito.  

Las cepas se denominan de acuerdo al hospedador intermediario en el cual cada variante desarrolla 

mayoritariamente quistes fértiles (es decir con presencia de protoescólices). Fueron reconocidos a nivel mundial 

10 genotipos diferentes designados como: G1 (cepa oveja común), G2 (cepa oveja de Tasmania), G3 (cepa búfalo), 

G4 (cepa equina), G5 (cepa vaca), G6 (cepa camello), G7 (cepa cerdo), G8 (cepa cérvido), (McManus et al., 2003), 

además se ha asignado el genotipo G9 a aislamientos de Echinococcus detectados en casos humanos en Polonia 

(Pawlowski y Stefaniak, 2003; Moro y Schantz, 2009) y el genotipo G10 a aislamientos de cérvidos de Finlandia 

y Suecia (Thompson, 2008, McManus, 2013). El término E. granulosus sensu lato (E. granulosus s.l.) puede 

utilizarse como término general para todos estos genotipos y cepas.  

Los genotipos G1 y G2 (cepa oveja) y el genotipo G3 conformarían un clúster que permitiría formar el 

taxón Echinococcus granulosus sensu stricto (E. granulosus s.s.). Estas tres variantes tienen una distribución 

geográfica amplia y una vasta gama de hospedadores, ocurren simpátricamente y son responsables 

(particularmente el genotipo G1) de la mayoría de los casos humanos de Echinococcosis Quística (Carmena y 

Cardona, 2013; Alvarez Rojas et al., 2014). Se ha propuesto revalidar el estatus específico para los genotipos G4 

(cepa equina) y G5 (cepa vaca) retomando versiones de otros autores proponiendo como especie: E. equinus para 

la cepa equina y E. ortleppi para la cepa bovina (Thompson y McManus, 2002; Thompson, 2008). Más 

distantemente relacionado se encontraría el clúster conformado por los genotipos G6 (cepa camello), G7 (cepa 

cerdo), G8 y G10 (cepas cérvido) que constituirían la especie E. canadensis. (Cardona y Carmena, 2013; Alvarez 

Rojas, et al., 2014). Actualmente G9 es considerada como una microvariante de G7 (Vuitton, et al. 2020).   

Según el consenso internacional sobre terminología usada en el campo de la Echinococcosis (Vuitton et 

al., 2020) el término “genotipo” debe reservarse para la caracterización que utiliza biología 

molecular/secuenciación y “cepa” para la caracterización morfológica y rango de hospedadores. En la República 

Argentina se han identificado seis genotipos de E. granulosus: G1, G2, G3, G5, G6 y G7. Dentro de E. granulosus 

s.s., el genotipo G1 tiene la distribución más amplia, el mayor número de casos y rango de hospedadores 

intermediarios (ovejas, vacas, cerdos y cabras) y también se lo halló en humanos. El genotipo G2 fue hallado en 

ovejas y vacas y el genotipo G3 en ovejas. Le sigue G6 en frecuencia de casos hallados, con dos especies de 

hospedadores intermediarios (cabras y vacas), el cual también fue registrado en humanos. El genotipo G5 fue 

identificado en vacas y en el ser humano y G7 solo en cerdos (Kamenetzky et al. 2002; Cucher et al., 2019). 
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En relación con otras especies de Echinococcus en nuestro país, se identificó la especie E. vogeli en la 

provincia de Misiones, en un roedor denominado vulgarmente paca (C. paca) (Vizcaychipi et al., 2013). No se 

realizaron estudios moleculares para confirmar esta especie. También en esta provincia, integrando aspectos 

morfológicos y moleculares se detectaron dos poblaciones de E. oligarthrus mediante estudios realizados en 

adultos hallados en puma (Puma concolor) y ocelote (Leopardus pardalis) y en la forma larvaria en un agutí 

(Dasyprocta azarae). Los análisis en base a marcadores moleculares mitocondriales y nucleares mostraron una 

alta diversidad genética de esta especie (Arrabal et al., 2017). En esta tesis nos referiremos a E. granulosus s. l. 

debido a que no se realizó genotipificación del material biológico.  

 

1.2. Formas parasitarias y características morfológicas 

 

Adulto 

El estadio adulto de este cestodo se localiza en el intestino delgado de los cánidos. La longitud del adulto 

es de 2 a 11 mm y el número de proglótidos oscila entre 2 a 7, con un promedio de 3 (Figura 2). El tegumento 

presenta microtriquias (evaginaciones) que favorecen la amplificación de la superficie de absorción y la adhesión 

a la superficie intestinal del hospedador. Presenta un escólex que mide 300 m con 4 ventosas de 140 m cada 

una y una doble corona de ganchos, los ganchos miden aproximadamente 30 m. Posee un rostelo cónico, 

hemisférico, hueco, en cuyo perímetro se encuentran los ganchos. Le sigue un cuello considerado la zona 

generatriz de los proglótidos. Esta región estaría formada por células somáticas totipotentes, denominadas 

neoblastos o células germinales. Estas células se encontrarían además en las oncosferas y en la membrana germinal 

del quiste hidatídico (Sakamoto y Sugimura, 1970). Las células totipotentes representarían las únicas células 

proliferativas siendo las responsables del crecimiento y regeneración del parásito (Koziol y Brehm, 2015). A 

continuación del cuello se presenta la estróbila formada por un conjunto de segmentos denominados proglótidos. 

En general el primer proglótido está conformado por una masa germinal y mide aproximadamente 240 – 260 m. 

El segundo proglótido posee los dos sexos o sea que es hermafrodita y en el tercer proglótido se reabsorbe el 

aparato reproductor masculino y el útero se llena de embriones encapsulados. El número de huevos que pueden 

hallarse en el proglótido puede variar entre 100 a 1.500 (Head y Lawrence, 1991). Debido a que el útero no posee 

una salida al exterior, los huevos quedan dentro del proglótido y salen por ruptura o desintegración de este último 

(Lombardero, 1983; Thompson, 1995). Al ser hermafroditas pueden presentar tanto fecundación cruzada como 

autofecundación, siendo este proceso posiblemente el de mayor ocurrencia (Kumaratilake et al., 1986).         
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Figura 2. Parásito adulto de Echinococcus spp. (Adaptado de Thompson, 1995).  E. granulosus: Escólex mostrando ventosas 

y corona de ganchos. Primer proglótido (inmaduro). Tercer proglótido grávido cargado de huevos. Modificado de Cobbold 

(1879). 

 

Huevo 

Esta estructura parasitaria es el estadio del parásito que se encuentra en el ambiente. Los huevos son 

esféricos o elipsoidales. El tamaño oscila entre 30 a 50 m y 22 a 44 m en sus dos diámetros (Figura 3). Los 

huevos de E. granulosus son morfológicamente indistinguibles al microscopio óptico de otros huevos de cestodos 

que afectan a los perros como Taenia spp. y E. multilocularis (Khalil, Jones y Bray 2006). En la estructura del 

huevo se presentan varias capas: la embriófora es la envoltura externa y es la principal capa que le proporciona 

protección física al embrión, es relativamente delgada e impermeable, consta de bloques poligonales compuestos 

de queratina, los cuales están unidos por una sustancia cementante. En el proglótido, rodeando a la embriófora se 

forma la capa vitelina, la cual desaparece antes de que el huevo sea eliminado con la materia fecal. En el interior 

se encuentra la oncosfera o embrión hexacanto formada por células glandulares, musculares y germinales. Presenta 

seis ganchos de 10 a 12 µm de longitud, los cuales se distribuyen un par en posición intermedia y dos pares en 

posición lateral, en estos últimos el gancho de posición dorsal es levemente mayor que el de posición ventral 

(Swiderski, 1983). El huevo de Echinococcus es extremadamente resistente lo que le permite tolerar un amplio 

margen de temperaturas ambientales. 

 

Figura 3. Estructura del huevo de Echinococcus spp. (según Thompson and Lymbery, 1995). 
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Metacestodo 

 El metacestodo es la designación científica que se le asigna a Echinococcus spp. en su hospedador 

intermediario. Se lo define como la forma de reproducción asexual del cestodo en estos hospedadores, siendo la 

segunda fase de desarrollo que incluye todas las etapas desde la post-oncosférica hasta la etapa fértil (Vuitton et. 

al., 2020). El quiste hidatídico es una entidad anatómica producida por el crecimiento del metacestodo de 

Echinococcus spp. Incluye desde afuera hacia dentro: capa adventicia, originada por el hospedador; capas laminar 

y germinal originadas por el parásito y líquido del quiste y su contenido originados tanto por el parásito como por 

el hospedador (Vuitton et al. 2020) (Figura 4). La capa adventicia externa, es producto de la reacción inflamatoria 

del hospedador conformada por eosinófilos, linfocitos, células gigantes multinucleadas y vasos sanguíneos 

neoformados. La capa laminar intermedia, de 200 m a 1 cm, es anucleada, blanda, elástica, quitinosa, rica en 

mucinas y polisacáridos con residuos de galactosa (Diaz et al., 2011). La capa más interna de células proliferativas, 

germinal o prolígera, presenta células totipotentes, con alta tasa metabólica y en continua división celular que 

originan a la capa laminar y mediante brotación, a las cápsulas prolígeras (dentro de las cuales se desarrollan los 

protoescólices) constituyendo la “arena hidatídica” (Thompson et al, 1995). Estas últimas dos capas producidas 

por el parásito están involucradas en eventos esenciales para el desarrollo, son ricas en glicoconjugados antigénicos 

y median los procesos de modulación de la respuesta inmune del hospedador (Diaz et al., 2015). Por engrosamiento 

y protrusión de la capa germinativa se forman hacia la cavidad quística las cápsulas de cría o vesículas prolígeras 

de 200 a 500 μm que contienen de 1 a 120 protoescólices, estas vesículas están unidas por un pequeño pedúnculo 

o tallo a la membrana que le dio origen (Figura 4). 

Teniendo en cuenta el estado evolutivo del quiste hidatídico, éste puede ser hialino si presentan líquido 

transparente, con membrana germinativa blanquecina, brillosa y elástica; caseificado si contiene un material 

espeso, friable, algo granular y amarillento; calcificado cuando no presenta líquido hidatídico y en su interior el 

contenido es amorfo, con granulaciones de tamaño variable y de consistencia firme y; hemorrágico si presenta un 

líquido hidatídico turbio y rojizo (sanguinolento) (Sakamoto y Cabrera, 2003). Según la presencia o ausencia de 

protoescólices, el metacestodo se puede clasificar como fértil cuando presenta protoescólices, y en el caso contrario 

quiste infértil o acefaloquiste.                      
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Figura 4. Estructura del quiste hidatídico de E. granulosus. (a-d) Secuencia de formación de la cápsula de cría en la capa 

germinal. Engrosamiento y protrusión de la capa germinal hacia la cavidad quística (a); desarrollo de un tallo y vacuolización 

(b); formación de protoescólex (c); formación de la cápsula de cria (d). La cápsula de cría se puede separar del quiste principal 

y liberar los protoescólices los cuales formarán la arenilla hidatídica. La cápsula de cría puede desarrollar una capa laminar y 

transformarse en un quiste hijo. Modificado de Thompson, 1995. 

 

Los protoescólices poseen un rol clave en el ciclo de vida del parásito, ya que tienen la potencialidad de 

convertirse en gusanos adultos en el intestino de los hospedadores definitivos cuando estos han ingerido un quiste 

hidatídico, de-diferenciarse en quistes secundarios por vesicularización ectogénica cuando son liberados luego de 

una ruptura quística en los hospedadores intermediarios o de desarrollar quistes hijos por vesicularización 

endogénica dentro del quiste materno, diferenciándose de las cápsulas prolígeras por poseer capa laminar 

(Thompson, 1995). Los protoescólices poseen un tamaño aproximado de 200 μm y presentan cuatro regiones 

morfológicas en el eje antero-posterior correspondientes al rostelo, ventosas, cuello y cuerpo, pero dado a los 

movimientos de evaginación-invaginación, las tres primeras estructuras son solo evidentes en la forma evaginada 

(Figura 5). 

 

Figura 5. Protoescólex evaginado de E. granulosus. Modificado de Cobbold (1879). 
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Un proceso de gemación análogo, conduce a la formación de protoescólices dentro de cada cápsula de 

cría. La cápsula de cría o vesícula prolígera puede separarse del quiste principal si el tallo se rompe, en este caso 

puede nadar libremente en la cavidad o romperse para liberar los protoescólices, los cuales, generalmente asientan 

en el fondo del quiste. El crecimiento del quiste es de tipo concéntrico y expansivo, esto puede provocar 

estrangulamientos que originan cámaras secundarias intercomunicadas con la cavidad central, en algunos casos, 

separadas por septos incompletos o septos completos (Vanek, 1980; Lombardero, 1983). 

 

1.3. Hospedador y ciclo biológico 

Los hospedadores definitivos principales de E. granulosus son los representantes de la familia Canidae, 

también se citan en esta categoría de hospedador a la hiena manchada (Crocuta crocuta), de la familia Hyaenidae 

y al león (Panthera leo) representante de la familia Felidae (Eckert et al., 2001). El gato doméstico (Felis catus) 

sería refractario a la infección con E. granulosus. Estudios llevados a cabo en laboratorio y a campo han 

determinado que el gato no juega un rol como hospedador definitivo. Se ha demostrado que el parásito puede 

iniciar su desarrollo en el intestino, pero no puede completarlo hasta estadio adulto (Thompson, 1977; Thompson, 

2008). 

En los hospedadores intermediarios se desarrolla la forma larvaria, la cual ha sido hallada en numerosas 

especies animales incluyendo a los integrantes de las siguientes familias: Bovidae, Cervidae, Suidae, Equidae, 

Camelidae, Giraffidae, Elephantidae, Hippopotamidae y Leporidae y de los órdenes: marsupiales y primates. El 

ser humano participa en un ciclo yuxtapuesto que está sometido a los mismos factores de riesgo que emanan del 

ambiente contaminado, contrae hidatidosis al ingerir huevos del ambiente y desarrolla quiste hidatídico en distintos 

órganos, sin embargo, por ser un hospedador terminal o accidental no participa en la continuidad del ciclo (Eckert 

et al., 2001). 

El ciclo biológico es de tipo indirecto, a partir de la ingesta del estadio larvario de Echinococcus spp. por 

un hospedador definitivo (carnívoros cánidos tales como perro, zorro, lobo), el cestodo adulto se desarrolla y vive 

adherido a la mucosa del intestino delgado con sus cuatro ventosas y una corona de ganchos queratínicos. El cuerpo 

o estróbilo se segmenta y el proglótido grávido se desprende y es eliminado al ambiente a partir del hospedador 

definitivo. Como el ciclo de transmisión es indirecto, los huevos ingeridos por los hospedadores intermediarios (-

oveja, vaca, cabra, cerdo, camello, hombre) dan origen al estado larvario que crece por proliferación asexual. El 

embrión se libera en el estómago e intestino de un hospedador intermediario en presencia de proteínas proteolíticas 

y ácidos biliares, entra por las venas o los vasos linfáticos mesentéricos y se aloja en hígado, pulmón y otros 

órganos, estableciendo una infección denominada echinococcosis primaria. Ante una ruptura quística, los 

protoescólices se liberan al torrente sanguíneo del hospedador intermediario y desarrollan nuevos quistes en 

diferentes órganos estableciendo una infección denominada echinococcosis secundaria. 

El ciclo ancestral está representado en un ciclo selvático que involucra a lobos y a cérvidos, sin embargo, 

la importancia de la echinococcosis producida por E. granulosus está directamente atribuida a factores humanos, 

los cuales han permitido la interacción entre el ciclo natural (selvático) y el ciclo doméstico (Eckert et al., 2001), 
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lo que se traduce en una perpetuación del E. granulosus en la variedad doméstica (Figura 6). El ciclo doméstico, 

en donde participan el perro y el ovino, es el más importante para el mantenimiento del parasitismo en las áreas 

endémicas de la parte meridional de América del Sur y de muchas áreas del mundo (Acha y Szyfres, 2003). El 

ovino es el hospedador intermediario más importante de la Echinococcosis Quística, entre varias razones debido 

a la alta tasa de infección que caracteriza a la especie, a la elevada fertilidad de los quistes (igual o mayor al 90%), 

a la estrecha relación que mantiene la especie con los perros y al tipo de faena a campo abierto que se practica 

generalmente para consumo familiar del ganado ovino, momento en el que las vísceras suelen quedar a disposición 

de los perros. En América Latina, además, juegan un papel importante en el ciclo, las especies bovina, porcina y 

caprina debido a que también presentan tasas altas de prevalencia de quistes hidatídicos. 

 

 

 

 

Figura 6. Ciclo silvestre y ciclos domésticos de E. granulosus y E. multilocularis. (Extraído de Eckert et al, 2001). 

 

En el territorio argentino, el perro es el principal hospedador definitivo y junto con el ovino, instalan 

fuertemente el ciclo doméstico. Sin embargo, se han identificado áreas (sur de Santa Fe y Córdoba) donde el 

binomio más importante es el perro - cerdo; en la zona pre-cordillerana el ciclo se mantiene entre el perro y cabras, 

y en el área de la Puna, se presenta un ciclo entre el perro y las llamas (Guarnera, 1998). El ciclo silvestre de E. 

granulosus parecería no ser significativo, dado que la mayoría de las formas de echinococcosis quística se 
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transmite en ciclos biológicos domésticos en los que están integrados los perros y el ganado (Beck y Pantchev, 

2010).  

En la naturaleza el ciclo de transmisión de E. multilocularis es focal y depende de la intensidad de la 

relación entre el zorro y el roedor. Entre los animales domésticos, solo el perro, es de fundamental importancia en 

la transmisión de E. multilocularis a las personas. 

 

1.4. Distribución geográfica y epidemiología 

 

La echinococcosis quística presenta una vasta distribución geográfica, con focos endémicos en todos los 

continentes habitados. La mayor prevalencia de esta enfermedad se presenta en zonas templadas de varias regiones 

de Eurasia (países mediterráneos, sur y centro de Rusia, Asia Central y China), Australia, regiones de América 

(especialmente Sudamérica) y norte y este de África (Grosso, et al., 2012). Si bien la echinococcosis quística se 

distribuye espacialmente en casi todo el territorio argentino, la distribución es heterogénea, dado que el ciclo del 

parásito se encuentra fuertemente establecido en seis hábitats principales. En los espacios inter - hábitats del país, 

la zoonosis es de baja prevalencia y se manifiesta en casos aislados (De la Sota et al., 2006). Las zonas con mayor 

capacidad de transmisión se consideran como focos endémicos mayores y los espacios geográficos que separan a 

los focos mayores constituirían las áreas endémicas menores (Figura 7). La diversidad geográfica y climática de 

los focos, ratifica que E. granulosus es un parásito versátil que se adapta a condiciones muy diversas de vida. Las 

seis áreas endémicas o focos endémicos mayores se distribuyen como: 

 Foco Patagónico: incluye a las provincias de Tierra del Fuego, Santa Cruz, Chubut, Río Negro y Neuquén; 

 Foco de la Pampa Húmeda: se extiende por toda la provincia de Buenos Aires, sur de Santa Fe y Córdoba;  

 Foco Mesopotámico: incorpora el territorio de Corrientes ubicado al sur del río Corrientes y el norte de Entre 

Ríos, ubicado hasta el eje de la Paz, Federal y Concordia; 

 Foco Mediterráneo: comprende a las provincias de Córdoba, Santiago del Estero y San Luis; 

 Foco Cuyano: abarca toda la provincia de Mendoza y el este de San Juan; y 

 Foco de Alta Montaña: comprende el área endémica de las provincias de Tucumán, Salta, Jujuy y noroeste de 

Catamarca (Alloa et al., 2009). 
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Figura 7. Focos endémicos mayores de Hidatidosis en Argentina. (Ministerio de Educación de la Nación). 

 

La epidemiología de esta enfermedad está determinada por las condiciones propias de cada nicho 

ecológico, aunque la amplia adaptabilidad del parásito, así como las migraciones del hombre y de los animales, 

contribuye a que esta parasitosis tenga una distribución cosmopolita. Los factores epidemiológicos esenciales para 

el mantenimiento del ciclo estarían determinados por la presencia de hospedadores definitivos e intermediarios 

interactuando en una relación predador - presa, y la presencia del parásito en sus diferentes estadios. La 

permanencia del ciclo del parásito también depende de condiciones bioecológicas, económicas y culturales 

(Denegri y Cabrera Stábile, 2013). 

Por otro lado, la distribución geográfica de E. multilocularis incluye la mayor parte del hemisferio norte 

con predominio de Eurasia, al este, desde Europa central hasta el estrecho de Bering, desde la costa ártica de Rusia 

hasta el norte de India y posiblemente el norte de África. En América del Norte, se ha establecido en doce estados 

contiguos y en tres provincias adyacentes de Canadá, también se han observado áreas altamente endémicas en 

China (D’Alessandro y Vizcaychipi, 2019). 

 

1.5. La Echinococcosis como enfermedad crónica  

 

Echinococcosis intestinal en los hospedadores definitivos  

 

La presencia del Echinococcus spp. en general, no causa efectos en la salud de los hospedadores 

definitivos, incluso en individuos con infestaciones masivas (Eckert et al., 2001). Existen escasos reportes de casos 

clínicos de Echinococcosis en caninos y son principalmente descripciones derivadas de observaciones de 
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infecciones experimentales relacionadas con el estudio de la biología del parásito. E. granulosus penetra 

profundamente en las criptas de Lieberkühn adhiriéndose con sus ventosas y ganchos rostelares al epitelio 

intestinal de los cánidos. Se pueden presentar alteraciones menores tales como un achatamiento de las células 

epiteliales, infiltración celular de la mucosa y un incremento en la producción de mucus. Los productos de 

excreción-secreción son liberados desde la región del escólex del parásito y pueden inducir la producción de 

anticuerpos circulantes. Los gusanos adultos maduros se encuentran predominantemente en la porción anterior del 

intestino delgado de los hospedadores definitivos contrariamente a las preferencias de E. multilocularis que se 

encuentran en la región posterior. Sin embargo, en infestaciones significativas, los parásitos pueden estar 

distribuidos a lo largo de todas las secciones del intestino delgado. Se presume que las infestaciones masivas 

podrían ocasionar enteritis (Acha y Szyfres, 2003). 

 

Echinococcosis en hospedadores intermediarios animales  

 

Tanto en E. granulosus como en E. multilocularis la reorganización inicial de la oncosfera y la formación 

de las capas germinal y laminar ocurren rápidamente (aproximadamente dentro de los 14 días), la velocidad de 

desarrollo posterior de los metacestodos difiere marcadamente. En E. granulosus es lenta y variable dependiendo 

de factores como el genotipo del parásito, tipo de hospedador y grado de infección. Los quistes crecen en promedio 

de 3 a 5 cm por año (Health, 1971). El tiempo para la formación de las cápsulas de crías es variable, en ratones es 

de 195 días, en cerdos 10 a 12 meses, y en ovejas se reportaron rangos de 10 meses a 4 años (Gemmell, Lawson, 

Roberts, 1986). Los quistes hidatídicos se desarrollan en el hospedador intermediario principalmente en el hígado 

y los pulmones, pero pueden hallarse también en otros órganos internos incluyendo al sistema nervioso central y 

a los huesos. La localización y morfología del quiste hidatídico está determinada no solo por factores del 

hospedador sino también por factores relacionados con el parásito como la cepa involucrada. Basados en el 

conocimiento de la echinococcosis quística en humanos se asume que los animales pueden presentar cambios 

desde el punto de vista patológico relacionados con varios factores tales como, el órgano involucrado, el número 

y tamaño de los quistes como así también, la interacción de las estructuras adyacentes, en particular, conductos 

biliares, sistema vascular y árbol bronquial entre otros.  

Debido a los bajos casos de presentación sintomática de echinococcosis quística en los animales, la 

mayoría de los metacestodos se detectan en la inspección veterinaria en los frigoríficos, en las necropsias que 

realizan los médicos veterinarios para identificar lesiones de algunas patologías o bien en faenas domiciliarias de 

los animales que se comportan como hospedadores intermediarios. 

En contraste a lo que ocurre con E. granulosus, en E. multilocularis el metacestodo desarrolla rápidamente 

en su hospedador intermediario natural, produciendo protoescólices dentro de los 2 a 4 meses en adaptación al 

corto período de vida de los roedores arvicolinos que utiliza como hospedadores intermediarios. Después de esta 

etapa, la proliferación de las vesículas es reducida y prácticamente no hay aumento del tamaño. 
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Echinococcosis en humanos: diagnóstico y tratamiento 

 

El contagio se produce por la ingestión de huevos de E. granulosus desde un ambiente contaminado y en 

el hombre se desarrolla la forma larvaria, la cual puede ubicarse virtualmente en todos los sitios anatómicos 

siguiendo la ingestión oral de huevos; el hígado y el pulmón son los órganos más frecuentemente afectados y más 

raramente, el corazón, riñón, bazo, cerebro, tiroides (0,2-2,4%) o tejido óseo (1-2,5 %) (Eckert et al., 2000). La 

fase inicial de la infección es casi siempre asintomática. Los quistes pequeños, bien encapsulados o calcificados 

en general no inducen patogenia y permanecen asintomáticos por años o de por vida. Después de un tiempo 

variable de incubación, en un período que puede ser de meses a años, la infección puede manifestarse y la 

sintomatología dependerá entre otros factores de la localización y tamaño del quiste, reportándose casos de 

crecimiento de hasta 50 cm, conteniendo 16 litros de líquido hidatídico (Soulsby, 1982). El cuadro clínico estará 

marcado por el crecimiento de los quistes y su exigencia de espacio. En caso de ruptura de los quistes hidatídicos 

puede producirse una dispersión del contenido de los mismos, con reacciones alérgicas que pueden conducir a un 

choque anafiláctico, pero a veces también puede presentar una cura espontánea (Beck y Pantchev, 2010). Está 

descripto que una forma de resolución espontánea puede ocurrir en el caso de ruptura de quistes hepáticos hacia 

las vías biliares, se origina un cuadro clínico de ictericia obstructiva por retención de vesículas y de membranas 

en el colédoco, pudiendo éstas pasar al intestino y salir con las heces al exterior. 

El diagnóstico de hidatidosis se realiza mediante examen clínico y antecedentes epidemiológicos, técnicas 

de imágenes, serología o por visualización directa de protoescólices por microscopía (Brunetti et al., 2010; Mc 

Manus et al., 2012, Wen et al., 2019). La ecografía es el método más utilizado para el diagnóstico de la hidatidosis 

abdominal por su bajo costo, accesibilidad y permite la clasificación de los quistes en base al estadio evolutivo del 

mismo determinado por la Organización Mundial de la Salud (WHO, 2003). Otras técnicas de imágenes que se 

utilizan menos frecuentemente para el diagnóstico son la radiografía, la resonancia magnética y la tomografía 

computada. Si bien, las pruebas serológicas (hemoaglutinación indirecta, ELISA –Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay– y Western Blot) se utilizan ampliamente para el diagnóstico de la hidatidosis, su uso es controvertido ya 

que se ha reportado reacción cruzada con antígenos propios de otras helmintiasis, cirrosis hepática y ciertos tipos 

de neoplasias, lo cual pone en duda su especificidad (Brunetti et al., 2010; Wen et al., 2019). Por este motivo, 

sigue siendo necesario el desarrollo y mejoramiento de los sistemas de diagnóstico como también la identificación 

de nuevos biomarcadores para esta parasitosis (Vuitton et al., 2014).  

Actualmente existen cuatro alternativas de tratamiento en humanos: cirugía (central en las lesiones 

quísticas complicadas), PAIR (Punción y Aspiración del contenido intraquístico monitoreado por ecografía, 

Inyección de una sustancia escolicida y Re-aspiración del líquido hidatídico inactivado), quimioterapia con 

benzimidazoles-metil carbamato (BZMs) y, para quistes inactivos, la modalidad de observar y esperar ("Watch 

and Wait") (Rinaldi et al., 2014). El tratamiento clínico con BZMs está indicado para los quistes inoperables, 

múltiples, peritoneales, diseminados y como tratamiento pre-quirúrgico para disminuir el riesgo de recidivas y 

facilitar la cirugía por reducción de la presión intraquística. El albendazol (ABZ), su principal metabolito 
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albendazol sulfóxido (ABZSO), y el mebendazol son los únicos fármacos aprobados por la FDA (“Food and Drug 

Admnistration”, USA), con limitaciones en su efectividad. La eficacia de estos fármacos no supera el 40%, 

teniendo impedimentos para el tratamiento de quistes mayores a 10 cm de diámetro y generando diferentes efectos 

adversos en particular durante su uso prolongado (Brunetti et al., 2010). Estos fármacos se unen directamente a la 

ß-tubulina (Lacey, 1990) impidiendo su polimerización y causando disminución en la absorción de glucosa y 

depleción de glucógeno (Van den Bossche, 1986; Küster et al., 2014). La elección del tratamiento con un BZM 

dado o combinaciones de los mismos depende de factores como: el tamaño y localización del quiste, la viabilidad 

del mismo, la interacción con los tejidos del hospedador, la presencia de infecciones fúngicas y bacterianas, y la 

posible ruptura del quiste y consecuente diseminación de protoescólices. En las últimas dos décadas el uso del 

tratamiento quimioterapéutico se ha incrementado, sin embargo, debido a la baja efectividad de los BZMs en el 

tratamiento de este cestodo, es necesario continuar con la investigación de alternativas terapéuticas (McManus et 

al., 2012; Hemphill et al., 2014; Siles-Lucas et al., 2018) sumado al desafío de dilucidar procesos biológico-

moleculares básicos en la biología y desarrollo del parásito que permitan proponer nuevos blancos terapéuticos.  

 

1.6. Evidencia evolutiva de la aparición de hormonas de desarrollo e interrelación trófica de los efectos 

de las mismas en Echinococcus y el hospedador mamífero 

 

Un ejemplo clave en la relación interespecífica parásito-hospedador, reside en el vínculo trófico que los 

parásitos establecen con estos organismos donde cumplen parte de su ciclo de vida. Está descripto que ciertos bio-

reguladores fisiológicos como hormonas, feromonas y péptidos neuroactivos y sus correspondientes receptores 

y/o transductores, evolucionaron desde los organismos unicelulares (con acción autócrina y parácrina) hasta los 

pluricelulares (con actividad exócrina y endócrina, Stoka, 1999). Sin embargo, tanto los parásitos helmintos como 

los protozoos expresan solamente los receptores para ciertas hormonas presentes en los hospedadores. Esta 

estrategia adaptativa les permite llevar a cabo ciertas etapas fisiológicas mientras residen en el organismo que los 

hospeda. Las hormonas que participan en este binomio ligando-receptor parasitario, son consideradas 

“ancestrales” y califican como factores promotores del crecimiento en los parásitos y hospederos. Entre ellas se 

encuentran, moléculas lipídicas como esteroles y esteroides (estrógenos, testosterona, cortisona) y, péptidos como 

la insulina, glucagón, prolactina y somatomedinas. A modo de ejemplo, podemos citar, como desde un punto de 

vista funcional, la unidad de prolactina/receptor de prolactina ha evolucionado rápidamente sólo en vertebrados, 

describiéndose efectos que van desde su acción osmorreguladora en peces, promotora del crecimiento en 

tetrápodos, inductora de la metamorfosis en anfibios y activadora de la actividad lactogénica en mamíferos (Stoka, 

1999, Figura 8 –columna 3). En cambio, la unidad glucagón/receptor de glucagón evolucionó, con elevada 

especificidad entre el ligando y el receptor, entre los organismos invertebrados y vertebrados (Blundell y Humbel 

1980, Stoka 1999, Figura 8 – columna 2). Por otro lado, excluyendo sólo a los organismos autotróficos, el módulo 

insulina/receptor de insulina estaría presente desde procariotas a vertebrados, marcando una lenta evolución de su 

actividad trófica, donde un ligero cambio estructural en la hormona conlleva a cambios notables de afinidad en el 
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receptor de vertebrados (Stoka 1999) (Figura 8, columna 1). Particularmente, considerando organismos 

unicelulares y pluricelulares también es evidente el desarrollo a través de la somatostatina (Figura 8, columna 9). 

Al momento de esta Tesis Doctoral se desconoce la actividad funcional de estas hormonas primitivas en el estadio 

larvario de E. granulosus, desarrollándose en los tres sucesivos capítulos el efecto directo de la insulina y el 

glucagón e indirecto de la somatostatina humanas en el parásito.  

 

Figura 8. Distribución evolutiva de diferentes biorreguladores de desarrollo a través de los principales niveles 

taxonómicos. 1, insulina; 2, glucagón; 3, prolactina; 4, noradrenalina; 5, biorreguladores potenciales; 6, hormonas 

juveniles; 7, estradiol; 8, 20-hidroxiecdisona; 9, somatostatina. P, procariotas; E, eucariotas; U, unicelular; M, 

multicelular; H, heterótrofos; A, autótrofos; I, invertebrados; V, vertebrados. Barras blancas corresponde a Extinto 

o vías no expresadas y barras negras corresponde a la expresión de los diferentes biorreguladores a través de los 

niveles taxonómicos. Tomado y traducido de Stoka (1999). 

 

Para el caso de Echinococcus sp., el tracto gastrointestinal de mamíferos representa un ambiente trófico común 

y fundamental para el desarrollo de diferentes etapas del ciclo de vida tanto en el hospedador definitivo como 

intermediario. De hecho, este cestodo podría aprovechar para su propio desarrollo el mismo, hormonas y productos 

de secreción del tracto digestivo del hospedador, incluyendo factores de crecimiento peptídico. Estos factores de 

crecimiento del sistema gastrointestinal modulan el desarrollo y diferenciación, actúan como mitógenos a través 

de la estimulación de receptores específicos sobre la superficie celular e inducen la transcripción de genes 

específicos en las células con dichos receptores (Podolsky, 1997). Entre ellos se incluyen miembros similares a la 

insulina (factores de crecimiento tipo insulina -IGF1 e IGF2-) y factores de crecimiento específicos: epidérmico 

(EGF), fibroblástico (FGF), del hepatocito (HGF), factor transformante ß (TGF-ß) y citoquinas (IL-1, IL-2, IL-4, 

IL-15 e interferón gamma). Dichos factores de crecimiento no están codificados en el genoma de Echinococcus sp. 

(Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013) pero sí se identificaron en el genoma los genes que codificarían para los 

receptores específicos de estos ligandos peptídicos (Konrad et al., 2003; Spiliotis et al., 2006) los cuales fueron 

propuestos como blancos terapéuticos en ensayos de farmacología experimental (Hemer y Brehm, 2012; Zheng et 

al., 2013). En línea con estos antecedentes, receptores nucleares involucrados en las vías de señalización sensibles 

a esteroides se conservan desde invertebrados hasta los mamíferos y regulan el metabolismo y desarrollo de estos 
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organismos (Tzertzinis, et al. 2010; Romano y Gorelick, 2018). De hecho, en este grupo de trabajo, se ha 

demostrado la acción antiechinococcósica del tamoxifeno, un antagonista competitivo de receptores de estrógeno, 

asociándose dicho efecto farmacológico a la interrupción de las vías de señalización a través de receptores 

esteroideos presentes en protoescólices y metacestodos de E. granulosus (Nicolao et al., 2014).  Por otro lado, debe 

destacarse que el parásito cuenta con vías de transducción de señales que promueven su desarrollo como ErbB, 

Wnt, Notch y Hedgehog (Zheng et al., 2013, Sikes y Newmark, 2013), igualmente favorecidas por el intercambio 

de señales tróficas recibidas desde el hospedador de la misma manera que fue descripto para Schistosoma 

japonicum (Zheng et al., 2013). 

Tanto en el hospedador mamífero como en los parásitos, estas hormonas se vinculan con sus receptores, los 

cuales al ser activados ponen en marcha una serie de pasos que transmiten señales de cambio a la célula. Estos 

cambios intracelulares se denominan vías de transducción de señales, y componen una cascada secuencial de 

modificaciones bioquímicos y moleculares que activan o inhiben cambios metabólicos y génicos mediados por 

proteínas, reacciones de fosforilación/desfosforilación y cambios en mensajeros secundarios como el AMPc, los 

derivados de fosfolípidos (fosfatidil-inositósidos), y el ión calcio. Estas reacciones en cadena conducen finalmente 

a una respuesta celular que implica un cambio en las características o el comportamiento de la célula. 

 

1.7. Características fisiológicas y ultraestructurales de Echinococcus  

 

El parasitismo de los platelmintos está basado en una interacción nutricional entre el hospedador y el 

parásito que involucra una transferencia unidireccional de nutrientes a través de la superficie externa o tegumento 

sincicial. Este cestodo se desarrolla en un individuo adulto en presencia de altas concentraciones de ácidos biliares 

y hormonas gastrointestinales, condición que se cumple en el intestino de los cánidos carnívoros (Clarkson y 

Walters,1991; Constantine et al., 1998). El tegumento, presente tanto en las formas adultas como larvarias 

(protoescólices y metacestodos), es de fundamental importancia fisiológica para el parásito, ya que permite no 

sólo la captación de nutrientes sino también la eliminación de desechos (Figura 9).  

En protoescólices, el tegumento está organizado en dos zonas separadas por una lámina basal, el 

citoplasma distal superficial con numerosas mitocondrias, gránulos y vesículas, que dan cuenta del activo proceso 

de endocitosis y exocitosis a nivel transcelular, y el citoplasma perinuclear, más interno que contiene cuerpos 

lipídicos, grandes depósitos de glucógeno, aparato de Golgi y el retículo endoplasmático rodeando a los núcleos 

(Figura 9A). Por debajo del citoplasma distal, se observan capas musculares longitudinales y circulares y a 

continuación la zona citoplasmática perinuclear. Ambas regiones del tegumento son responsables de la generación 

de las vesículas y gránulos y de la coordinación en la comunicación con el hospedador (Oaks y Holy, 1994). En la 

larva, la membrana plasmática apical del tegumento está compuesta por microtriquias, que son evaginaciones de 

la membrana externa y el citoesqueleto, de número y forma variable, especializadas en la amplificación de la 

superficie de absorción y digestión. Cubriendo externamente el tegumento, es evidente una capa de 

mucopolisacáridos y glicoproteínas producido por el parásito denominada glicocálix, con capacidad de concentrar 
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iones permitiendo la unión y activación de enzimas del hospedador (como amilasas, que permiten la degradación 

de azúcares complejos) y del parásito (fosfatasas ácidas y alcalinas, disacaridasas y esterasas) que participan en la 

digestión de macromoléculas desde el exterior del cuerpo del parásito (Rosenzvit et al., 2006).  

En el caso de los metacestodos, el tegumento sincicial es la parte más externa de la capa germinal, 

constituye la interfaz entre la capa germinal y laminar, y también representa un sitio de intercambio con el 

hospedador. La capa germinal expone hacia el exterior la membrana plasmática apical del tegumento, con 

microtriquias truncadas (Figura 9B) incrustadas hacia la capa laminar, y hacia interior del quiste posee tejido 

conectivo y células no sinciciales, especialmente células indiferenciadas, células de almacenamiento de glucógeno 

(GSC “Glycogen-Storage Cells”) y musculares, que se organizan hacia el interior del quiste sin complejos de unión 

intercelulares (Figura 10), de forma tal que el líquido intercelular continúa con el líquido intraquístico (Lascano 

et al., 1975; Siracusano et al., 2012). Se ha descrito la liberación de pequeñas vesículas a partir de estas 

microtriquias mediante microscopía electrónica de transmisión (Figura 9C, Lascano et al., 1975), y también se 

constató la generación de nanovesículas tipo exosomas que pudieron atravesar la capa laminar de metacestodos de 

E. granulosus (Nicolao et al., 2019), ambos tipos de vesículas parasitarias podrían estar involucradas en la 

liberación o captación de metabolitos, proteínas y ARN en la interfase parásito-hospedador. 

 

A)                                                                       B)                                                     C) 

 

Figura 9. Esquema de la ultraestructura del tegumento sincicial de los cestodos. A) Tegumento de protoescólices. B) 

Metacestodos. C) Vesícula parasitaria protruyendo del extremo de microtriquias hacia la capa laminar. El tegumento, 

constituido por células sinciciales, presenta un citoplasma distal rico en mitocondrias y vesículas de transporte, y un 

citoplasma proximal con núcleos, organelas, corpúsculos calcáreos, y depósitos de glucógeno. A- Modificado de Morseth 

(1967). B- Modificado de Díaz et al. (2011). C- Tomado de Lazcano et al. 1975. 

 

El parásito captura diferentes tipos de macromoléculas del hospedador a través del tegumento, el cual cuenta 

con alta densidad de transportadores de aminoácidos, nucleósidos, ácidos grasos, colesterol, monosacáridos, 

factores de crecimiento y de diferenciación celular. De esta forma varios transportadores aniónicos, receptores 
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nucleares y de membrana del parásito participan de las señales celulares mediadas por compuestos lipofílicos y 

peptídicos del hospedador, los cuales podrían contribuir al desarrollo parasitario (Zheng et al., 2013).  

Un aspecto central en la biología y fisiología de los cestodos es la presencia de una población de células 

somáticas totipotentes denominadas neoblastos o células germinales, las cuales representan la única población de 

células proliferativas responsables del crecimiento, regeneración y plasticidad de estos parásitos (Figura 10; 

Koziol et al., 2014). Se toma como referencia la imagen de E. multilocularis dado que es en la especie que fue 

detalladamente estudiado. Estas células indeferenciadas son las más pequeñas de la capa germinal (5-10 μm), 

poseen 1-3 nucléolos, se consideran centrales en las transiciones entre las diferentes formas desarrolladas mediante 

proliferación asexual, y han sido localizadas en la capa germinal de los metacestodos (donde permitirían la 

formación de protoescólices), en el cuello de los parásitos adultos (las cuales dan lugar a los proglótidos nuevos) 

y en las oncósferas (Sakamoto y Sugimura, 1970; Swiderski, 1983; Koziol et al., 2014).  

 

 

A)                                                 B)                                                      C) 

 

 

 

Figura 10. Estructura de los metacestodos de E. multilocularis. A) Representación esquemática de un metacestodo. 

B) Micrografías electrónicas de barrido de metacestodos de E. Multilocularis identificando la capa germinal (GL) y la capa 

laminar (LL). Tomado de Lundström-Stadelmann et al., 2019. C) Tipos celulares identificados mediante histoquímica a partir 

de cultivos primarios de células de la capa germinal (Tomado de Koziol et al., 2014). Núcleos teñidos de azul (4',6-diamidino-

2-fenilindol –DAPI-, que tiñe específicamente el ADN) y citoplasmas de verde (Thermo Scientific Cellomics™ -WCS-). 

 

Recientemente, se demostró que las células germinales de metacestodos de E. multilocularis son similares 

en función y morfología a los neoblastos de otros plathelmintos, pero poseen diferencias significativas en el patrón 

de expresión de genes y en la pérdida de reguladores típicos de células madres, sugiriéndose que existen diferencias 

importantes en su fisiología y que podrían estar relacionadas a la biología exclusiva del estadio larvario (Koziol et 

al., 2014). Si bien no han sido identificadas las células a partir de las cuales se produce la de-diferenciación de los 

protoescólices hacia la forma quística, se conoce que este proceso puede darse tanto por la vesicularización de 

protoescólices (invaginados o evaginados), como a partir de las vesículas posteriores derivadas del pedúnculo que 

une los protoescólices a la vesícula prolígera o inclusive de las cápsulas prolígeras invertidas (Figura 11; Rogan 
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y Richards, 1986). La totipotencialidad de las células de la capa germinal de metacestodos también ha sido puesta 

en evidencia tanto en E. multilocularis como en E. granulosus, a través del establecimiento de cultivos primarios 

a partir de células de la capa germinal, pudiéndose generar metacestodos completos o agregados celulares, 

respectivamente (Spiliotis et al., 2008; Albani et al., 2010).  

 

 

Figura 11. Diagrama de los distintos mecanismos involucrados en el desarrollo de quistes durante el cultivo de protoescólices 

de E. granulosus. 1. Cápsula prolígera con protoescólices. 2. Protoescólex invaginado. 3. Protoescólex evaginado. 4. 

Protoescólices vesicularizados. 5. Pre-microquistes. 6. Microquistes. 7. Protoescólices con vesícula posterior. 8. Vesícula 

suelta. 9. Protoescólices unidos por el pedúnculo a la cápsula prolígera invertida. 10. Protoescólices unidos a cápsula prolígera 

invertida y regenerada. Modificado de Rogan y Richards (1986).  

 

El desarrollo bidireccional característico de las larvas o protoescólices de Echinococcus sp., demuestra la 

capacidad de originar por vía sexual un individuo adulto en el tracto gastrointestinal del hospedador definitivo, y 

por vía asexual, un quiste secundario en el hospedador intermediario, ambos procesos promovidos por acción de 

componentes identificados en el hospedero mamífero como los ácidos biliares (Smyth, 1990; Jura et al., 1996), 

estímulo de receptores nucleares específicos (Zheng et al., 2013) y acción trófica de hormonas y citoquinas (Brehm 

y Koziol, 2017).  

Otro rasgo característico de los cestodos es la presencia de células parenquimáticas altamente 

diferenciadas denominadas “corpúsculos calcáreos”, las cuales representan el 14% del peso seco del estadio 

larvario y desaparecen durante el proceso de desarrollo del adulto en los primeros días de infección. Estas células 
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se caracterizan por el depósito de calcio, magnesio y fosfato en láminas concéntricas, constituyendo estructuras 

biomineralizadas cuya función aún no ha sido establecida. Sin embargo, se ha sugerido que los mismos podrían 

estar involucrados en la bioacumulación y detoxificación de metales pesados, en la protección del tejido del 

cestodo contra la calcificación, como también en el reservorio de calcio y fosfato como fuente de energía 

(McCullough y Fairweather, 1987; Smith y Richards, 1993; Chalar et al., 2013). Resulta interesante destacar, que 

ha sido propuesto mediante observaciones por microscopía electrónica que la formación de corpúsculos calcáreos 

en cestodos sería generada por actividad autofágica (Figura 12) (Rogan y Richards, 1986; McCullough y 

Fairweather, 1987) estos resultados fueron confirmados por inmunolocalización de la proteína Atg8, marcador del 

proceso de autofagia por Loos et al., 2014.  

A  

B                           (a)                               (b)                               (c) 

 

Figura 12. A. Etapas de la formación de los corpúsculos calcáreos. La primera etapa comienza con la digestión por autofagia 

del citoplasma de una célula parenquimática, produciendo, una vacuola central. En la segunda etapa se observa una capa fina 

de citoplasma y núcleo marginal. En la tercera etapa, el Ca+2 se deposita sobre las lamelas concéntricas hasta que se pierden 

el citoplasma y el núcleo, dando lugar a la última etapa correspondiente al corpúsculo maduro. Tomado y traducido de 

McCullough y Fairweather (1987). B. Ultraestructura de corpúsculos calcáreos de protoescólices de E. granulosus. (Los 

recuadros son las magnificaciones de b) y c)). Imágenes de microscopía electrónica de barrido de (a) un protoescólex 

seccionado transversalmente y sus corpúsculos calcáreos en diferentes etapas del desarrollo: (b), células en estado inicial de 

desarrollo con una cavidad central que ocupa toda la célula (indicada con punta de flecha) y en (c), corpúsculo maduro con 

membranas concéntricas. Tomado de Loos et al., 2014. 

 

 

 

 



  Perla S. Negro, 2022 – Tesis Doctoral 

 

21 

 

1.8. Características metabólicas de Echinococcus sp., blanco para la actividad terapéutica de fármacos 

 

A lo largo de la evolución, los cestodos también han experimentado una extensa reducción en la capacidad 

metabólica en general, al tiempo que han adquirido una mayor capacidad para absorber nutrientes en comparación 

con organismos de vida libre (Tsai et al., 2013). Estos parásitos helmintos poseen caminos enzimáticos abreviados, 

son anaerobios facultativos y cuentan con un sistema de oxidación incompleta de carbohidratos (McManus y 

Smyth, 1982). Sus logros energéticos son mínimos y excretan grandes cantidades de ácidos orgánicos parcialmente 

oxidados (tales como lactato, propionato, etanol, succinato, acetato y piruvato) que acidifican el lumen intestinal, 

favoreciendo la captura de hexosas respecto del hospedador (Agosin y Repetto 1961, McManus y Bryant, 1995, 

Ritler et al., 2019). La glucosa es absorbida activamente por el tegumento y convertida en glucógeno o 

metabolizada directamente por la vía glucolítica de Embden-Meyerhof a fosfoenolpiruvato (PEP), el cual puede 

ser reducido por fermentación homoláctica o dismutación málica (Agosin y Repetto, 1961, Agüero et al., 2004; 

Cui et al., 2013) (Figura 13). El ciclo de ácidos tricarboxílicos es poco activo, y las enzimas lactato-dehidrogenasa 

(LDH, por la fermentación homoláctica) y malato-dehidrogenasa NAD-dependiente (MDH, responsable de la 

dismutación málica) son las enzimas limitantes en el metabolismo intermediario de estos helmintos (Barrett, 1981; 

Agüero et al., 2004). A expensas de la dismutación málica (que cataliza reacciones inversas al ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos), estos parásitos pueden obtener una producción neta de ATP mayor que la obtenida por la 

fermentación homoláctica. En este sentido, una de las características más sobresalientes del metabolismo 

energético de los cestodos es la coexistencia de fermentación y respiración aeróbica dada la presencia de los 

complejos respiratorios I, II, III y IV, (Bryant, 1993, Parkinson et al., 2012, Enkai et al. 2020). Particularmente, la 

capa germinal posee una alta actividad metabólica, implicada en la producción de la capa laminar y cápsulas 

prolígeras, sostiene un metabolismo basado en la fermentación homoláctica y dismutación málica con grandes 

demandas de energía y metabolitos, provistos principalmente por el efecto Warburg, mediante el cual las células 

en proliferación facilitan la captación e incorporación de nutrientes a la biomasa (Parkinson et al., 2012; Enkai et 

al., 2021).  

En Echinococcus sp., el almacenamiento de hidratos de carbono constituye la base metabólica para la 

producción de energía (McManus y Smyth, 1982). El glucógeno es el principal polisacárido utilizado tanto en 

células parenquimáticas y musculares del parásito adulto (20-50% del peso seco) como de las formas larvarias 

(Xiao et al., 1994) y la glucosa es el metabolito de mayor consumo, tanto para protoescólices como para 

metacestodos (Ritler et al., 2019), pero se desconocen al momento, los mecanismos implicados en el control del 

metabolismo basal del carbono en cestodos. Estos parásitos también poseen un sistema de transporte de glucosa 

muy activo, con transportadores capaces de captar el monosacárido incluso a concentraciones muy bajas.  
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Figura 13. Rutas metabólicas de hidratos de carbono en helmintos. Las flechas llenas indican baja tensión de O2 (adulto, 

protoescólex, metacestodo) y las flechas vacías indican mayor tensión de oxígeno (huevo). CITR, citrato; FRD, fumarato 

reductasa; FUM, fumarato; MAL, malato; PROP, propionato; Prop-CoA, propionil-CoA; PYR, piruvato; SDH, succinato 

deshidrogenasa; Succ, succinato; Succ-CoA, succinil-CoA. (Mehlhorn, 2001).  

 

Para sobrevivir, Echinococcus sp. tiene que competir con el hospedador por los mismos recursos 

metabólicos, poniendo en actividad procesos catabólicos que le permitan reciclar nutrientes en el parásito, 

induciendo una reprogramación metabólica para sostener un estado de bajo metabolismo (hipometabolismo) con 

estricta dependencia de la provisión de nutrientes desde el hospedador (Lant y Storey, 2010).  

En este contexto el parásito debe activar la autofagia, un proceso altamente conservado en la evolución de 

organismos eucariotas, en el que organelas y macromoléculas del citoplasma (proteínas de vida media larga, 

polisacáridos, lípidos y ácidos nucleicos) son secuestradas en vesículas llamadas "autofagosomas" y liberadas 

dentro del compartimiento lisosomal para el reciclado de sus componentes a través de diferentes enzimas líticas 

(proteasas, lipasas, fosfatasas y nucleasas) favoreciendo la recuperación citosólica de macromoléculas orgánicas 

(vía las permeasas lisosomales) para el sostenimiento de las vías metabólicas indispensables (Figura 14) 

(Rabinowitz y White, 2010). La formación y maduración del autofagosoma incluye más de 30 genes (Atg) en 
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levaduras, de los cuales 18 (Atg1-18) son altamente conservados con los metazoos superiores incluido 

Echinococcus sp., constituyendo la maquinaria básica para la biogénesis de la vesícula de degradación (Loos et 

al., 2014). Este grupo de investigación describió el proceso autofágico a nivel basal en el estadio larvario de E. 

granulosus y la inducción farmacológica permanente del flujo autofágico (bajo tratamiento con trióxido de 

arsénico, rapálogos, inhibidores de PI3K e inhibidores del proteasoma) con consecuente inducción de mortalidad 

en el cestodo, dando cuenta del solapamiento entre las vías de señalización que regulan la autofagia con el control 

del crecimiento celular, la proliferación, supervivencia y muerte celular. Este proceso degradativo es clave en el 

mantenimiento de la homeostasis intracelular durante la privación de nutrientes y en situaciones de estrés 

(particularmente en células quiescentes) porque está involucrado en el reciclaje de los componentes celulares para 

compensar la limitación de metabolitos y energía. Por todo lo expuesto, tanto la glucosa, como el glucógeno y la 

actividad autofágica son fundamentales para sostener el metabolismo parasitario en Echinococcus permitiendo su 

desarrollo (Loos et al., 2021). 

A 

 

 B 

 

                                                             Membrana de aislamiento            Autofagosoma          Autofagolisosoma 

Figura 14. Representación esquemática de las etapas de la autofagia y seguimiento por microscopía confocal. A. En la etapa 

de iniciación del proceso autofágico se induce la formación de la membrana de aislamiento involucrando a proteínas 

regulatorias tales como Atg1, Atg2, Atg6, Atg9 y Atg18. Seguidamente la formación de complejos proteicos que involucran 

a las proteínas Atg5-Atg12 y Atg8/LC3 necesarias para la expansión de la membrana autofagosomal y fusión con el lisosoma. 

En esta etapa se induce la asociación de Atg8/LC3 a la membrana autofágica en expansión (Atg8II/LC3II). El autofagosoma 

conteniendo porciones de citoplasma y organelas dañadas se fusiona con un lisosoma dando lugar al autofagolisosoma donde 

ocurre la degradación y reciclado del contenido de la vesícula. Modificado de 

http://www.wormbook.org/chapters/www_autophagy/autophagy.html. B. Marcación y seguimiento por inmunofluorescencia 

indirecta mediante microscopía confocal in situ (in toto) de la proteína LC3=Atg8, cuyo aumento o patrón de fluorescencia 

se utiliza como marcador de inducción de autofagia. Detalle del procesamiento de Atg8-I (LC3-I) hasta su lipidación como 

Atg8-II (LC3-II), se elonga la membrana de aislamiento rodeada de Atg8-II hasta envolver todo el contenido citoplasmático 

a degradar. Un paso clave en este proceso es la fusión del lisosoma con el autofagosoma generando el autofagolisosoma, 

vesícula en la que por la acción de hidrolasas ácidas ocurre la degradación de macromoléculas y su reciclado. 

http://www.wormbook.org/chapters/www_autophagy/autophagy.html
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo general 

Estudiar la interrelación parásito-hospedador involucrada en el desarrollo de la forma larvaria de 

Echinococcus sp. durante el establecimiento de la echinococcosis secundaria, considerando el efecto trófico de los 

factores de crecimiento y hormonas gastrointestinales recibidas desde el hospedador que pudieran modificar la 

división y diferenciación celular, como también la capacidad de utilización de glucosa por parte del parásito. 

 

2.2. Objetivos particulares  

A- Evaluar los efectos de diferentes factores de crecimiento peptídicos sobre el grado de vitalidad, los 

cambios a nivel ultraestructural y el estado metabólico de protoescólices y quistes de E. granulosus, 

durante el tratamiento farmacológico in vitro. 

B- Analizar la modificación en la expresión de proteínas estructurales, metabólicas e involucradas en vías de 

señalización intracelular dependientes de la homeostasis energética de glucosa frente a la modulación 

exógena con hormonas antagónicas (insulina/glucagón), y su relación con el nivel de los metabolitos de 

reserva (glucógeno y lípidos) en el parásito. 

C- Describir las vías de señalización celular involucradas en el desarrollo larvario de Echinococcus sp. en 

sistemas libres de células del hospedador (protoescólices y metacestodos), a partir de la  identificación de 

los pares funcionales hormona trófica del hospedador-receptor específico del parásito. 

 

2.3. Hipótesis sustantiva 

La hipótesis sustantiva de este trabajo está contemplada en la formulación del objetivo general y contenida en 

su totalidad en las dos primeras hipótesis de trabajo. Por lo que podemos enunciarla de la siguiente manera: La 

interrelación biológica de Echinococcus sp. con sus hospedadores mamíferos, establece en primer término una 

dependencia directa de componentes tróficos y de desarrollo provistos por el hospedador sumado a una adaptación 

metabólica del parásito para regular la captura de nutrientes y la generación de energía a expensas del entorno 

celular del órgano blanco, el cual a su vez se ve afectado por la secreción/excreción de macromoléculas del parásito 

requeridas para modular los procesos antedichos.  

 

2.4. Hipótesis de trabajo  

i) El parásito utiliza los componentes tróficos del hospedador para su desarrollo, proliferación y 

diferenciación. 

ii) Las vías de señalización involucradas en el desarrollo y crecimiento parasitario dependen de la 

regulación y del control metabólico del cestodo a expensas de nutrientes claves provistos por el 

hospedador.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Obtención de muestras biológicas y métodos de cultivo del estadio larvario de Echinococcus sp. 

 

3.1.1. Extracción de protoescólices de E. granulosus 

 Los protoescólices de E. granulosus fueron recolectados a partir de quistes hidatídicos de pulmón y/o 

hígado de bovinos (Bos taurus). El material biológico fue suministrado por frigoríficos ubicados en el Partido de 

General Pueyrredón y en la ciudad de Casilda (Departamento Caseros) de las provincias de Buenos Aires y Santa 

Fe, respectivamente. Las vísceras fueron recogidas el mismo día de la faena y transportadas al laboratorio dentro 

de un plazo no mayor a 3 h. La manipulación de las vísceras se realizó de acuerdo a normas de bioseguridad de 

nivel 1, como internacionalmente se establece para el estadio larvario de cestodos (EPA/530-5W-86-014) y bajo 

condiciones de estricta esterilidad (Aprobación Cicual UNMDP RD 2555/08/14, RD 483/17, RD 80/22). En el 

laboratorio se realizó la desinfección con alcohol yodado del sector del órgano donde se encontraba el metacestodo 

y se procedió a la divulsión del mismo para separarlo del tejido pulmonar o hepático (Figura 15 A), posteriormente 

se realizó punción y extracción del líquido hidatídico con aguja y jeringa (Figura 15 B) reduciendo el contenido 

líquido del quiste (Cumino et al., 2009).  

A)                                                                           B) 

 

Figura 15. Quiste hidatídico divulsionado de pulmón (A). Obtención del líquido hidatídico (B). 

 

A continuación, se procedió a la incisión de la capa laminar mediante el uso de bisturí o tijeras y a la extracción 

de la membrana germinativa utilizando pinzas (Figura 16 A-B). 
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                A)                                              B) 

   

Figura 16. Extracción de la capa germinativa de un quiste hidatídico de hígado (A) y de pulmón (B).                                              

En todos los casos, la membrana germinativa fue colocada en placas de Petri (Figura 17) para poder obtener 

la mayor cantidad de protoescólices, los cuales fueron lavados varias veces con PBS (pH 7,5 a 4ºC), recogiendo 

aquellos que sedimentaron rápidamente (3 a 5 min), debido a que los protoescólices muertos demoran su 

sedimentación y son eliminados en el sobrenadante.  

 

 

Figura17. Líquido hidatídico con numerosos protoescólices (arena hidatídica). 

 

La vitalidad de los protoescólices fue evaluada mediante observación al microscopio invertido, considerando 

conservación de morfología, integridad de membranas, presencia de abundantes corpúsculos calcáreos y movilidad. 

También se realizó tinción vital con azul de metileno (se agregó 50 μl de azul de metileno -0,01% p/v disuelto en 

agua- a 50 μl de suspensión de protoescólices) durante 2-3 min (Pauluzzi, et al., 1964; Elissondo et al., 2004; 

Cumino et al., 2009) (Figura 18). 
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        A)                                              B)                                            C) 

 

Figura 18. Cápsula de cría con protoescólices con morfología conservada y refringencia de corpúsculos calcáreos X 

100(A). Protoescólex vital X 400 (B). Protoescólex no vital X 400 (C). Barra 200 μm. 

 

3.1.2. Obtención de metacestodos de E. granulosus 

 

 La obtención de metacestodos de E. granulosus se realizó posteriormente al establecimiento de hidatidosis 

secundaria en ratones CF-1 (modelo animal para enfermedades infecciosas). Cada ratón fue infectado 

intraperitonealmente con 1500 protoescólices en 0,5 ml de PBS suplementado con antibióticos (Loos et al., 2014). 

Los animales fueron mantenidos en el bioterio bajo condiciones ambientales controladas hasta el desarrollo de los 

quistes (6 meses post-infección). Inmediatamente se realizó la necropsia, los quistes presentes en la cavidad 

peritoneal fueron removidos cuidadosamente y mantenidos en cultivo in vitro para posteriores experimentos 

farmacológicos o bioquímico-moleculares (Figura 19). La viabilidad de los quistes fue evaluada mediante 

observación al microscopio invertido, considerando como criterio de viabilidad la turgencia del quiste y la 

integridad de la capa germinal. 

A)                                                     B) 

 

Figura 19. Quistes hidatídicos desarrollados en cavidad peritoneal y abdominal de un ratón (A). Placa de Petri con la 

totalidad de quistes separados del ratón y lavados con PBS (B). 
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3.1.3. Cultivo in vitro del estadio larvario de E. granulosus 

 

 El medio de cultivo utilizado para mantenimiento de los protoescólices y metacestodos fue M199 (Gibco), 

suplementado con estreptomicina 100 µg/ml, gentamicina 50 µg/ml, penicilina 60 µg/ml, glucosa 4 mg/ml (25 

mM) y Hepes100 mM pH 7,5. Los parásitos fueron distribuidos en alícuotas de 3000 protoescólices (20 µl) por 

cada 2 ml de medio de cultivo (Cumino et al., 2009; 2010). Por otro lado, metacestodos de 3 a 8 mm fueron 

distribuidos en tubos Leighton de vidrio con tapón de goma. Por cada 10 ml de medio de cultivo se colocaron 10 

a 15 quistes. Las pruebas de mantenimiento se llevaron a cabo en placas multipozos (24 pocillos) o en tubos 

Leighton de vidrio con tapón de goma (Figura 20). El mantenimiento del estadio larvario se realizó a 37º C en 

condiciones estables de pH 7-7,4. El medio de cultivo fue renovado cada 3-4 días para eliminar los desechos 

tóxicos excretados por los parásitos, reemplazar los nutrientes y renovar el fármaco durante los tratamientos 

farmacológicos prolongados (Loos et al., 2014). 

A)                                                                B) 

 

Figura 20. Mantenimiento in vitro de protoescólices en placa multipozos (A) y metacestodos en  

tubos Leighton (B). 

 

3.2. Tratamiento farmacológico in vitro del estadio larvario de E. granulosus 

 

 Los protoescólices y metacestodos mantenidos in vitro recibieron tratamientos con diferentes fármacos u 

hormonas del hospedador durante 24 h a 72 h a 37º C. Fueron ensayadas hormonas que en el hospedador participan 

de la modulación de glucosa celular como: insulina (0,1 UI/ml, regulador del estado de exceso de nutrientes, 

anábólica, hipoglucemiante y lipogénica) y glucagón (0,05 μg/ml, regulador durante la deprivación de nutrientes, 

hiperglucemiante, lipolítico y catabólico). Los fármacos ensayados fueron metformina (Met, 1, 5 y 10 mM, un 

agente antihiperglicémico oral), octreotide (Oct, 1, 5, 10, 50 y 100 μM, un análogo de somatostatina) y como 

control experimental de autofagia se utilizó rapamicina (Rm, 50 μM; inductor de autofagia) (Tabla 1) (Loos y 

Cumino, 2015). El seguimiento del efecto de estos compuestos se realizó mediante el registro de las alteraciones 

morfológicas (tinción vital con azul de metileno, microscopia óptica invertida, microscopía electrónica de barrido 

–MEB- y transmisión –MET-), alteraciones funcionales y en la expresión de genes y proteínas (microscopía 

confocal, RT-PCR y determinación de actividades enzimáticas a partir de extractos celulares). Fueron realizados 
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tres experimentos independientes y en cada experimento tres réplicas de cada fármaco ensayado. Los cultivos in 

vitro de las formas larvarias control y con tratamiento farmacológico fueron utilizados en estudios posteriores de 

expresión de genes y proteínas de interés (Cumino et al., 2010; Loos y Cumino, 2015). 

  

Tabla 1. Compuestos utilizados en esta tesis. 

 

 

Denominación 

genérica 

 

 

Denominación  

científica y descripción 

 

Fórmula  

química 

 

Estructura  

Química 

 

 

Metformina 

 

3-(diaminometiliden)-

1,1-dimetilguanidina 

 

C4H11N5 
 

 
 

Octreotide 

 

Octapéptido derivado  

de la somatostatinade 

origen natural 

 

C49PrH66N10O10S2 

 

Insulina 

humana 

Hormona peptídica de 

51 residuos, 

heterodimérica 

compuesta por dos 

cadenas A y B unidas 

por un puente disulfuro. 

PM 5,8 Kda. 

Actualmente se produce 

por técnicas de ADN 

recombinante. Activa el 

anabolismo e inhibe el 

catabolismo, 

permitiendo la captación 

de glucosa. 

 

 

C25H383N65O77S6 

NH2-Phe-Val-Asn-Gln-

His-Leu-Cys(1)-Gly-Ser-

His-Leu-Val-Glu-Ala-

Leu-Tyr-Leu-Val-Cys(2)-

Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-

Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-

Thr-OH.H-Gly-Ile-Val-

Glu-Gln-Cys(3)-Cys(1)-

Thr-Ser-Ile-Cys(3)-Ser-

Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-

Asn-Tyr-Cys(2)-Asn-

COOH 

Glucagón Hormona peptídica de 

29 residuos, con PM de 

3,5 Kda. Actualmente se 

produce por técnicas de 

ADN recombinante. 

Activa el catabolismo 

celular e inhibe el 

anabolismo, 

aumentando la 

disponibilidad celular de 

glucosa. 

 

 

 

C153H225N43O49S 

NH2-His-Ser-Gln-Gly-

Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-

Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-

Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-

Gln-Asp-Phe-Val-Gln-

Trp-Leu-Met-Asn-Thr-

COOH 

 

Rapamicina 

Producto natural aislado 

de un microorganismo 

del suelo de la Isla de 

C51H79NO13 
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3.3. Métodos fluorométricos para determinación de funciones biológicas 

 

3.3.1. Evaluación del potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) en protoescólices de E. granulosus 

 

 Los protoescólices control o tratados farmacológicamente durante diferentes períodos de tiempo (6, 12, 

24, 36 o 48 h) fueron incubados con 10 μg/ml del colorante JC-1 por 30 min a temperatura ambiente.  

Posteriormente, los parásitos fueron lavados con tampón Hepes 20 mM, pH 7,2 y se tomaron imágenes con el 

microscopio confocal (Nikon Eclipse C1 Plus). Las intensidades de fluorescencia verde (longitudes de onda de 

excitación/emisión = 485/538) y roja (longitudes de onda de excitación/emisión = 485/590) fueron analizadas para 

20 protoescólices de cada muestra. La relación de fluorescencia roja/verde fue calculada utilizando el software 

Image J (National Institutes of Health–NIH–) (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Los núcleos fueron coloreados con DAPI 

(azul) según la combinación de sondas utilizadas. Las muestras fueron visualizadas mediante microscopía confocal 

(microscopio confocal Olympus IX80 FV1000) con láseres apropiados. La autofluorescencia de los parásitos 

intactos fue sustraída según protocolos establecidos en el laboratorio (Cumino et al., 2009). 

 

3.3.2. Detección de glucógeno fluorescente in vivo y estimación de la captación de glucosa y tasa de glucólisis 

en protoescólices de E. granulosus 

 

 Protoescólices control y tratados con 10 mM de metformina, 0,1 U/ml de insulina y 0,05 μg/ml de glucagón 

durante 24 h fueron incubados en constante agitación, con 500 μM de 2-NBDG (2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-

diazol-4-il amino]-2-desoxi-D-glucosa, Life Technologies #N13195) en 500 µl de Hepes10 mM pH 7,5 estéril 

(libre de iones sodio), a 37°C protegidos de la luz y durante 15, 30, y 60 min para ensayos de captura de glucosa 

y por 4 y 6 h para estimar la acumulación de glucógeno in situ. Las muestras fueron lavadas tres veces con Hepes 

10 mM pH 7,5 y se visualizaron mediante microscopía confocal (excitación: 480 nm y emisión: 535 nm). El 2-

NBDG es un derivado fluorescente de la D-glucosa que no es permeable a las células, sino que ingresa a través de 

los transportadores de D-glucosa tipo GLUTs (de manera dependiente del tiempo, de la temperatura y de la 

concentración de glucosa, Yamada et al., 2000). Una vez en el interior de las células, el compuesto es fosforilado 

por la hexoquinasa y transformado en un metabolito que conserva la fluorescencia verde, y puede acumularse en 

Pascua ("Rapa Nui", 

Rapamune) que contiene 

el principio activo 

sirolimus. Fármaco 

inmunosupresor, 

antiproliferativo e 

inhibidor del regulador 

central celular TOR 

(“Target of 

Rapamycin”), por ende 

activador de autofagia. 
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células vivas permitiendo estimar in vivo reacciones de captación y metabolización de glucosa (Yamada et al., 

2000; 2007), como acumulación en glucógeno (Louzao et al., 2008; Pelletier et al., 2013), lo cual permite la 

detección no invasiva de este polisacárido evitando la fijación de células. Finalmente, la tasa de flujo glucolítico 

fue calculada en función de la incorporación/metabolización de glucosa y la liberación de lactato en protoescólices 

de E. granulosus. Las determinaciones fluorométricas con 2-NBDG fueron realizadas a diferentes tiempos de 

metabolización de la hexosa acompañada de la determinación de lactato (TeSlaa y Teitell, 2014). 

 

3.4. Estudios de expresión de proteínas 

 

3.4.1. Obtención de extractos proteicos 

 

 Para realizar los extractos de proteínas a partir de muestras de E. granulosus se utilizaron 

aproximadamente 100 µl de protoescólices o 10 a 15 quistes controles y tratados con diferentes fármacos. Los 

protoescólices fueron lavados 3 veces con PBS y resuspendidos en una proporción de 1:2 v/v con el tampón de 

lisis (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 mM PMSF) (Cumino et al., 2007; 2009; 2010). 

Por su parte, los metacestodos fueron seccionados a la mitad, las capas germinales fueron extraídas y 

posteriormente resuspendidas en el mismo tampón de lisis con el agregado de polvo de vidrio. La suspensión 

resultante de ambos tipos de muestras fue congelada en nitrógeno líquido y descongelada a 37ºC por 3 ciclos y fue 

sometida a 3 ciclos de ruptura mediante congelamiento en nitrógeno líquido y procesamiento con un 

homogeneizador de tejidos. Posteriormente se centrifugó el lisado de células de parásitos a 20000xg durante 45 

min a 4ºC para remover los restos celulares. El sobrenadante resultante fue considerado como extracto crudo de 

proteínas proveniente de protoescólices o células de la capa germinal. El extracto proteico generado fue utilizado 

inmediatamente para determinaciones de actividad enzimática. La concentración de proteínas solubles en los 

distintos extractos proteicos fue determinada espectrofotométricamente por el método de Bradford utilizando una 

solución patrón de albúmina bovina (BSA, Fracción V, Sigma). La concentración de la solución patrón fue 

determinada por espectrofotometría utilizando un valor de A280nm de 0,665 para una solución de 0,1% p/v de BSA. 

 

3.4.2. Análisis de inmunohistoquímica “in toto” en protoescólices y metacestodos de E. granulosus 

 

 Para la determinación de la localización, nivel de expresión y estado de activación de las proteínas de 

interés (Atg8-I/Atg8-II y TOR en su estado funcional -fosforilada en el residuo de Serina3122-) se realizaron ensayos 

de inmunohistoquímica in situ (detección directa en el tejido parasitario) en el estadio larvario. Para ello, 

protoescólices y metacestodos de E. granulosus fueron fijados en 4% p/v de paraformaldehído durante 4 h a 4º C 

(Loos et al., 2014; 2018). Luego, fueron permeabilizados durante 24 h a 4º C en una solución de PBS con 0,3% 

v/v de tritón X-100 y 0,1% de BSA (PBS/TX-100/BSA). Posteriormente se incubaron de 2 a 4 días a 4º C en una 

dilución 1/50 de anticuerpo primario en PBS/TX-100/BSA. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: un 
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anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra el extremo N-terminal de la proteína Atg8 o LC3 humana (MAP 

LC3clon H-50, sc-28266; Santa Cruz Biotechnology, EEUU.) o anticuerpo monoclonal de conejo dirigido contra 

TOR humano fosforilado (fosfo-mTOR-Ser2448 [D9C2] MAb 5536; Cell Signalling). A continuación, los parásitos 

fueron lavados durante 24 h en PBS a 4º C y luego incubados durante 24 h a 4º C con un anticuerpo secundario 

(anti-IgG de conejo conjugado con Alexa-488) dilución 1/250 en PBS/TX-100/BSA en oscuridad (Loos et al., 

2014; 2018). El anticuerpo primario se une específicamente a un epítope de éstas proteínas de interés, y 

posteriormente la incubación con un anticuerpo secundario marcado en forma fluorescente, permite detectar a los 

anticuerpos primarios unidos específicamente a las proteínas estudiadas. Finalmente, fueron lavados 24 h en PBS 

a 4º C, los núcleos fueron contra-coloreados con 2 μg/ml de ioduro de propidio (Molecular Probes P-3566) durante 

10 min a temperatura ambiente en oscuridad, lavados cuatro veces con PBS y observados en un microscopio 

confocal invertido Nikon, Confocal Microscope C1. Los controles negativos consistieron en la omisión de 

anticuerpo primario. Los anticuerpos anti-Atg8 y anti-TOR utilizados en estos ensayos están dirigidos contra 

epítopes que mostraron un 50% y 30% de identidad de aminoácidos con los ortólogos de Atg8 y TOR en 

Echinococcus sp. como se observan en la Figura 21 A-B. Las imágenes de inmunofluorescencia se adquirieron 

utilizando un microscopio de barrido láser confocal invertido (Confocal C1 Nikon) con una longitud de onda de 

excitación / emisión de 494/517 nm para anticuerpos conjugados con Alexa-488 y de 536/617 nm para núcleos 

teñidos con ioduro de propidio. La intensidad de la fluorescencia se midió utilizando el software ImageJ (NIH, 

https://imagej.nih.gov/ij/; 74) en secciones elegidas al azar de control y muestras tratadas farmacológicamente. Se 

analizaron diferentes regiones de interés (ROI) para obtener los valores medios de intensidad (Loos et al., 2014; 

2018). Un total de 10 fotografías fueron adquiridas por condición y se analizaron imágenes de 2 experimentos 

independientes. 

 

 

A) 
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B) 

 

Figura 21. Apilamiento de secuencias de aminoácidos de Atg8 y TOR en metazoos y reconocimiento de los anticuerpos 

primarios generados contra las proteínas de origen humano que reconocen a las proteínas de Echinococcus sp. El consenso 

entre las secuencias de aminoácidos de las proteínas se indica en la última línea [consenso total (mayúsculas) y consenso 

parcial (minúsculas)], cambios conservativos (asteriscos), sin consenso (puntos) y espacios introducidos para maximizar el 

alineamiento (guiones). A) Las proteínas de la familia de Atg8 constan de un dominio N-terminal conservado. Este dominio 

es fundamental para inducir autofagia ya que tiene capacidad de conjugarse a fosfolípidos, y es hacia el cual están dirigidos 

los anticuerpos anti-LC3β utilizados para experimentos de inmunodetección de la proteína (recuadro en gris, Nakatogawa et 

al. 2007). Los números de acceso de GenBank de las proteínas Atg8 son: Bm, Bombix mori (NP_001040244), Hs, Homo 

sapiens (Q9H492), Eg, E. granulosus (AER10558) y (EgrG_001158000) y Em, E. multilocularis (EmuJ_000551400 y 

EmuJ_001158000). Las secuencias de Atg8 de Echinococcus sp. fueron identificadas e ingresadas por este grupo de 

investigación al GenBank (Loos et al., 2014). B) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de los extremos carboxilo 

terminal de las proteínas TOR de H. sapiens y E. granulosus. El sitio de unión al anticuerpo se indica con un recuadro rojo. 

El aminoácido serina fosforilable (Ser3122) se indica con una cabeza de flecha roja. Las secuencias de aminoácidos 

exclusivamente encontrada en Echinococcus y otros helmintos parásitos se indica con una barra negra. Los números de acceso 

de GenBank para las secuencias de TOR son: Hs, H. sapiens (P42345) y E. granulosus (CDS15479.1). 

 

3.4.3 Determinación de actividades enzimáticas y metabolitos a partir de extractos celulares y de líquido 

hidatídico de metacestodos murinos de E. granulosus  

 

De acuerdo al protocolo indicado en el apartado 3.5.1 se obtuvieron extractos proteicos provenientes de 

células de capas germinales de metacestodos, los cuales fueron utilizados para determinación de actividades 

enzimáticas. También se determinaron actividades enzimáticas y metabolitos a partir de líquido hidatídico de 

metacestodos murinos. Para ello, los quistes control o tratados farmacológicamente con un diámetro ≥5 mm fueron 

lavados con PBS estéril y posteriormente colocados en placas de Petri secas y estériles. Luego, el líquido hidatídico 

se extrajo en forma estéril con una jeringa de 1 ml y una aguja hipodérmica (0,5 × 16 mm 25 G 5/8), se recogió en 

tubos eppendorf estériles previamente enfriados en hielo.  

La actividad de la enzima LDH fue analizada a partir de 50 µl de extractos proteicos de parásitos control 

y tratados farmacológicamente. La LDH fue determinada usando como sustrato piruvato (1,6 mmol/l) y acoplando 

la reacción al consumo de NADH (0,2 mmol/l) que se registró con la disminución de absorbancia a 340 nm. Los 

triglicéridos fueron analizados a partir de 100 µl de muestra mediante el método colorimétrico en presencia de 4-
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aminofenazona y clorofenol (pH 7.5), que determina el contenido de glicerol en forma equimolar a la cantidad de 

triglicérido hidrolizados enzimáticamente (mediante la combinación de lipo-protein-lipasa, glicerol-quinasa, 

glicerol-fosfato oxidasa y peroxidasa) (Naito, 1990). 

Para cuantificar los azúcares solubles de metacestodos se procedió directamente con su determinación 

analítica mediante métodos colorimétricos y enzimáticos a partir de líquido hidatídico, y previo a ello se realizó 

una extracción de azúcares cuando se partió de células de la capa germinal. Para extraer azúcares solubles a partir 

de células de la capa germinal se partió de 300-500 mg de peso fresco de metacestodos sin líquido hidatídico. Los 

azúcares se extrajeron o bien con etanol 80% (v/v) a 80 °C por 5 min, o bien con agua amoniacal (pH 9,0) por 10 

min a 100°C, con disgregación mecánica y agitación permanente (Cumino et al., 2007). Esta operación fue repetida 

3 veces y las extracciones etanólicas fueron colectadas y evaporadas; en cambio, las extracciones acuosas fueron 

concentradas por liofilización. Se realizaron dos extracciones etanólicas y dos en medio amoniacal siendo 

comparables los resultados obtenidos entre ellas. El residuo seco, en ambos casos, fue resuspendido en agua para 

realizar las determinaciones analíticas. La concentración de azúcares solubles totales (monosacáridos y 

oligosacáridos) se determinó con el método de antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) que induce la deshidratación 

del hidrato de carbono por acción del ácido sulfúrico formando un furfural, que al condensar con el reactivo de 

antrona produce complejos coloreados (Porchia et al., 1999). Los azúcares solubles reductores se determinaron 

con el método de Somogyi-Nelson, en el cual la glucosa u otro azúcar reductor induce la reducción de un reactivo 

cúprico (en medio alcalino y calor) dando el óxido cuproso que en presencia del reactivo arseno-molíbdico de 

Nelson, forma un complejo de óxido de molibdeno azul estable. Los azúcares no reductores, que incluyen sacarosa 

y trehalosa, se determinaron enzimáticamente y mediante la sustracción de [Azúcares Reductores] a los [Azúcares 

Totales]. Se cuantificó la sacarosa (disacárido no reductor de glucosa y fructosa, α-D-glucopiranosil-(1→2)-β-D-

fructofuranósido) y trehalosa (disacárido no reductor de glucosa, α-D-glucopiranosil-(1→1)-α-D-glucopiranósido) 

midiendo los azúcares reductores con el reactivo de Somogyi y Nelson antes y después de la acción hidrolítica de 

las enzimas: invertasa (I4504-Sigma, EC 3.2.1.26, que genera por cada molécula de sacarosa, una molécula de 

glucosa y otra de fructosa) y trehalasa (T8778-Sigma, EC 3.2.1.28, que hidroliza al disacárido trehalosa en dos 

moléculas de glucosa), respectivamente. Para determinar la concentración de disacáridos no reductores, a 40 l de 

solución a cuantificar se le adicionaron 5 l de las enzimas correspondientes (SIGMA, 7 U/ml) y 5 l de tampón 

NaAc 1 M pH 4,5 y se incubó a 37°C por 30 min. Se detuvo la reacción por agregado de 500 l de reactivo de 

Somogyi, se hirvió durante 20 min y luego de enfriar, se adicionaron 800 l de reactivo de Nelson, leyéndose la 

absorbancia a 520 nm. Utilizando un método enzimático acoplado y un método colorimétrico con ácido 

tiobarbitúrico también se determinó específicamente la glucosa y fructosa generadas por la hidrólisis de trehalosa 

y sacarosa, respectivamente (Cumino et al., 2007). La concentración de glucosa también fue constatada por el 

método de la glucosa oxidasa en un analizador de glucosa (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA, EEUU.) 

tanto de extractos celulares como del líquido hidatídico murino. 

La determinación de glucógeno fue realizada según una modificación del método de Warr modificado 

(Cumino et al., 2007). Los parásitos (100-200 mg de peso fresco) fueron tratados con 1 volumen de agua amoniacal 
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(pH 9,0), hervidos durante 5 min y centrifugados a 20.000xg por 10 min, quedando los monosacáridos y 

disacáridos libres en la fracción sobrenadante. El primer precipitado fue tratado con etanol 80% durante 24 h a 

4°C, para solubilizar oligosacáridos de 10-15 unidades. El segundo precipitado conteniendo el glucógeno, fue 

tratado con 0,9 ml de KOH 33 % (p/v), calentado por 20 min a 100°C y centrifugado a 20.000xg durante 15 min. 

Se descartaron los sobrenadantes y se agregó al precipitado 1,3 ml de etanol 96%, se hirvió la muestra por 10 min 

y se la enfrió inmediatamente en hielo para provocar la precipitación del glucógeno. Después de centrifugar, se 

descartó el sobrenadante y se recuperó el precipitado conteniendo el glucógeno, que fue neutralizado con 200 l 

de una solución de NH4Cl  saturado. Después de hervir durante 5 min, se recuperó por centrifugación y el 

precipitado fue disuelto con 100-300 l de agua. La cuantificación del glucógeno se llevó a cabo por una reacción 

colorimétrica, con el agregado de 2,6 ml de reactivo I2/I
- [130 ml de CaCl2 saturado y 0,5 ml de mezcla iodo-

ioduro de potasio (26 mg I2 y 26 mg IK en 1 ml de agua)] y medidos a una absorbancia de 460 nm. 

 

3.5. Estudios de expresión génica 

 

3.5.1. Extracción y purificación de ARN 

 

 Los procedimientos que se describen a continuación se realizaron evitando la contaminación con ARNasa 

utilizando material descartable estéril libre de nucleasas o material de vidrio tratado con 0,4 N NaOH, abundante 

agua destilada, etanol al 70% y autoclavado. Todas las soluciones fueron realizadas con agua libre de nucleasas 

(Biodynamics).  

 El ARN total de muestras de E. granulosus fue extraído a partir de 100 µl de protoescólices o de 10 a 15 

quistes controles y tratados farmacológicamente. Los protoescólices fueron cosechados, lavados y preservados a -

20º C en tubos de plástico de 1,5 ml sin sobrenadante. Mientras que en el caso de los metacestodos, primero fue 

aspirado el líquido hidatídico y posteriormente se inyectó y re-aspiró varias veces Trizol (Invitrogen, reactivo con 

fenol y ácido guanidinio) para obtener el ARN del parásito libre de contaminación con el ARN del hospedador 

presente en las células murinas adheridas externamente al quiste. Ambos tipos de muestras fueron homogeneizadas 

en 1000 l de Trizol con vórtex durante 1 min y sometidas a 3 ciclos de congelamiento-descongelamiento 

(nitrógeno líquido y 65º C) y se procedió con protocolos establecidos en el laboratorio (Cumino et al., 2007; 2009; 

2010; Loos et al., 2014). Se continuó con una ruptura mecánica de la muestra congelada utilizando un 

homogeneizador de tejidos y se centrifugó a 20000xg durante 5 min a 4º C, transfiriendo el sobrenadante a un tubo 

limpio para purificar el ARN obtenido. Después de la extracción orgánica de lípidos con 200 l de cloroformo se 

incubó durante 5 min a temperatura ambiente para favorecer la disociación del ARN de los complejos de 

ribonucleoproteínas. Seguidamente la muestra se centrifugó durante 15 min a 20000xg a 4º C y se precipitó el 

ARN con citrato de sodio 0,8 M /NaCl 1,5 M e isopropanol, durante 2 h a -20º C en el caso de los protoescólices 

y durante 12 h a -20º C en el caso de los metacestodos. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 20000xg 

por 30 min a 4º C y el ARN precipitado fue lavado con etanol 75% v/v. El precipitado se resuspendió en agua libre 
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de nucleasas, se solubilizó a 60ºC durante 10 min, y se estimó la calidad y cantidad de ARN mediante geles nativos 

de agarosa al 1% teñidos con SYBR Gold (Invitrogen) y analíticamente mediante el uso de un nanodrop por la 

relación de A260 nm/A280nm, respectivamente. 

  

3.5.2. Detección de transcriptos por RT-PCR y PCR en tiempo real (qPCR) 

 

 A partir de cantidades iguales de ARN (5-10 µg) para cada una de las condiciones de análisis estudiadas 

se realizó la síntesis de ADNc comenzando con la desnaturalización del ARN (10 min a 70° C) en presencia de 30 

pmoles del oligo-dT, 2,5 mM mezcla de desoxirribonucleótidos (dNTP) y 200 U/l de transcriptasa reversa 

MMLV (Promega) en su correspondiente tampón de reacción, incubándose la mezcla durante 1 h a 40-42 C. El 

10% del ADNc (2,5 l) fue amplificado mediante PCR utilizando oligonucléotidos específicos para los genes que 

seguidamente serán enunciados, 2,5 mM de dNTPs y Taq polimerasa (Invitrogen) bajo condiciones estándares de 

reacción (Cumino et al., 2009). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un ciclador térmico PCR Sprint 

(Thermo Corporation) con el siguiente programa: 1 ciclo de 94º C (5 min); 30 ciclos de 94º C (30 s), 46-50º C (1 

min), 72º C (1 min) y un ciclo adicional de amplificación de 72º C (5 min). Posteriormente, los productos de 

amplificación fueron separados electroforéticamente en geles de agarosa 1-1,5% p/v, visualizados con SYBR Gold 

y fotografiados con digitalizador de imágenes (G Box ChemiSystems, Syngene, UK). 

Las determinaciones del nivel de transcripto fueron realizadas mediante qPCR con un equipo StepOne 

(AppliedBiosystems) previa síntesis del ADNc de manera idéntica a lo indicado anteriormente. La amplificación 

de los genes fue realizada en un volumen final de 25 μl, utilizando 0,5 μl de ADNc, 12,5 μl de master mix 

Biodynamics (Taq polimerasa, dNTPs, MgCl2, tampón de la Taq polimerasa y SYBR® Green™) y 50 pmol de 

cada oligonucleótido específico (Tabla 2). El programa de PCR fue el siguiente: 1 ciclo de 94º C (10 min) y 35 

ciclos de 94º C (15 s), 50º C (30 s), 72º C (30 s). Los productos fueron confirmados analizando las curvas de 

melting y visualizados en geles de agarosa. La cantidad relativa de cada ADNc se normalizó utilizando al gen 

actinaI. El análisis de los datos para una cuantificación relativa de la expresión génica se realizó con el método 

comparativo CT (“threshold cycle”) utilizando el software StepOne. 

 Los oligonucléotidos específicos fueron diseñados basados en el apilamiento en el genoma de E. 

granulosus (http://www.sanger.ac.uk/Projects). En la Tabla 2 se enumeran los genes involucrados en dichos 

procesos, los pares de oligonucléotidos diseñados y los tamaños de los amplicones generados. El análisis 

termodinámico de los oligonucléotidos fue realizado con el programa OligoTech y el software DNAstar.  
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Tabla 2. Secuencias de oligonucleótidos específicos utilizados en este trabajo. * Diseñados en esta Tesis. 

 

Nombre del gen 
Nombre del 

oligonucleótido 
Secuencia 5’- 3’ 

Tamaño del 

amplicón (pb) 

Eg-g6p 
Eg-g6p-Fw 5´-ATGGAGTGTATCTACCTTTATGGTGCTAAG-3´ 

555 
Eg-g6p-Rv 5´-CAGTGTGTACCGCATCGTCCATTGATAGAAG-3´ 

Eg-f16b 
Eg-f16b-Fw 5´-GAAGAAGTGAAGAAGCTAGATGTCATTTCC-3´ 

445 
Eg-f16b-Rv 5´-CTTCGTTAATGGAGTAAATTTTGCCGCGTTTG-3´ 

Eg-pepck 
Eg-pepck-Fw 5´-CCGAAGCCGATAAGATCACTGACGAACTTC-3´ 

800 
Eg-pepck-Rv 5´-CACGCAATGTCATCACCAACACACATAACC-3 

Eg-mdhc 
Eg-mdhc-Fw 5´-ATCTGTTCGGCAAAGACCAGCAGATCATTCTCCACCTC-3´ 

776 
Eg-mdhc-Rv 5´-GAAGTAGATGTCCTTGGGGGCACCATAGTGAT-3´ 

Eg-atg8 
Eg-atg8-Fw 5’-GAAATTTGCCTACAAACAGGAGCGCACCTTC -3’ 

346 
Eg-atg8-Rv 5’-GCCGTAGACACTTTCATCGCTGTAGGCAATG -3’ 

*Eg-glut-1/4 
Eg-glut1567-Fw 5’-CAAAAGGTTTTTGGTTGGCTACTAC-3’ 

336 
Eg-glut1567-Rv 5’-GTGAGCACATAGGAGATGAGAATG-3’ 

*Eg-glut-14 
Eg-glut2557-Fw 5’-CATTCTGGTTTCCCAAATCCTCGGTTT -3’ 

546 
Eg-glut2557-R1 5’-CAAAGCATCATACTGAGACCGCCTATAAG -3’ 

*Eg-glut-1 
Eg-glut1566-Fw 5’-GAACACCGTAATTGGTCTACTTGGTGCGA -3’ 

394 
Eg-glut1566-Rv 5’-CTTTCAGGACACAGAGGTAGGAGAACAAGG -3’ 

*Eg-s/ast-1 
Eg-s/ast-Fw 5’-GTTTGGATCGGTTTCTAGCTGTGGTTTATC-3’ 

440 
Eg-s/ast-Rv 5’-GACAATAACCACCACAATGACTAGTTTAG-3’ 

Eg-actI 
Eg-act-Fw 5´-GCGATGTATGTAGCTATCCAGGCAGTGCTCTCGCT-3´ 

633 
Eg-act-Rv 5´-CAATCCAGACAGAGTATTTGCGTTCCGGAGGA-3´ 

 

 

3.6 Análisis bioinformático de las secuencias codificantes en E. granulosus 

 

 Se identificaron secuencias homólogas a las proteínas de interés utilizando Bases de Datos Públicas no 

redundantes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y el genoma de E. granulosus (http://www.sanger.ac.uk/Projects, 

http://www.genedb.org/Homepage/Egranulosus y https://parasite.wormbase.org/index.html). Las posibles 

proteínas ortólogas fueron identificadas mediante BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”) utilizando 

como corte un valor E (“e-value”, valor esperado) igual o menor a e-25 (Doolittle, 1995). 

 El análisis de comparación de secuencias de proteínas y los estudios de dominios estructurales fueron 

realizados con el software Clustal X (Thomson et al., 1997) y el software CDD (“Conserved Domain Database”; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml), respectivamente. Las predicciones de estructura 
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secundaria, dominios de transmembrana y plegamiento tridimensional fueron realizados con el programa Gen-

THREADER-MEMSAT (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html), TMHMM Server v. 2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) y SACS HMMTOP (http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-bin/hmmtop.py; 

Emanuelsson et al., 2007). 
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Capítulo 1 

 

Impacto anabólico de la insulina del hospedador y la activación de Eg-TOR  

en el estadio larvario de Echinococcus granulosus 

. 

 

 
4.1. INTRODUCCIÓN 

 

La función fisiológica y la relevancia clínica de la insulina generalmente se asocian con su actividad en el 

mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Sin embargo, la insulina es una hormona metabólica, 

especialmente anabólica, que estimula un gran número de respuestas celulares, incluyendo la proliferación celular, 

la promoción de la síntesis de todas las macromoléculas que forman las estructuras celulares y la inhibición del 

reciclado celular dependiente de autofagia (Kolb et al., 2020). En 1922, investigadores canadienses fueron los 

primeros en demostrar una respuesta fisiológica a la insulina animal inyectada en un paciente con diabetes tipo 1, 

y en 1955, ésta fue la primera proteína en ser completamente secuenciada. La molécula de insulina es sintetizada 

por las células β pancreáticas, y posteriormente liberada por exocitosis a la circulación. Esta hormona está 

compuesta por 51 aminoácidos dispuestos en dos cadenas, una cadena A (21 aminoácidos) y una cadena B (30 

aminoácidos) que están unidas por dos enlaces disulfuro. Las secuencias de aminoácidos de las insulinas de una 

amplia gama de vertebrados mamíferos y no mamíferos (reptiles, aves y peces) están fuertemente conservadas 

durante la evolución y poseen aminoácidos claves que participan en alcanzar una conformación espacial adecuada 

(IleA2, ValA3, TyrA19, LeuB6, GlyB8, LeuB11, GluB13, GlyB23, PheB24 y PheB25) para preservar la unión al 

receptor de insulina y así mantener la relación entre su estructura y la actividad biológica (Conlon 2001).  

La unión de la insulina a su receptor dimérico en la superficie de células sensibles a la hormona, provoca 

un cambio conformacional en éste, que lleva a la activación de su actividad de tirosina-quinasa e inicia una cascada 

de eventos de fosforilación de sustratos del receptor de insulina (IRS). La fosforilación de IRS permite la unión 

de la enzima fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y la síntesis de fosfatidil-inositol-(3,4,5)-trifosfato (PIP3), que 

conduce a la fosforilación y activación de la proteína quinasa B o AKT. Tras la activación, AKT interactúa con 

diversos sustratos que median los efectos anabólicos de la insulina responsables de inducir la captación de glucosa, 

la síntesis de glucógeno (glucogenogénesis), la lipogénesis y la síntesis de proteínas, estos últimos dos 

especialmente dependientes de la activación de TOR (Target Of Rapamycin) en el complejo TORC1 (TOR junto 

a la proteína Raptor y LST8) (Haeusler et al., 2018). Concomitantemente, tras la interacción insulina-receptor, se 
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estimula una vía mitogénica, que activa la división celular mediante la inducción de las quinasas Ras-Raf y las 

proteín-quinasas activadas por mitógeno (MAPKs). La activación de TORC1 es fundamental para inducir el 

crecimiento somático en respuesta a nutrientes, la síntesis de proteínas y la fertilidad. TORC1 es un regulador 

maestro de las vías anabólicas para el control del desarrollo en respuesta a factores de crecimiento como la insulina 

(Soulard et al., 2009). Por lo tanto, la vía PI3K-AKT acciona el metabolismo celular activando la síntesis de 

glucógeno (estimulando a la glucógeno-sintasa), la biosíntesis de proteínas (activando la traducción general) y de 

lípidos (estimulando la síntesis de triglicéridos) y aumentando el transporte de vesículas intracelulares. Además, 

en tejidos sensibles a la insulina (como músculo esquelético, hígado y adipocitos de mamíferos), esta hormona 

aumenta la captación de glucosa, translocando a la membrana plasmática, transportadores de tipo GLUTs, 

incrementando así, la utilización de glucosa. Este aumento del consumo de glucosa ingresada a la célula se obtiene 

por acciones que también media la insulina, tales como la inducción de la glucólisis (activando la enzima piruvato-

quinasa) y la activación de la vía de las pentosas-fosfato (estimulando a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y a 

la glucoquinasa, y disminuyendo la fosfoenol-piruvato-carboxiquinasa) (Klip et al., 2019).  

La insulina y los péptidos similares (IGFs, insulin-like growth factors) fueron descriptos desde anfibios 

como Branchiostoma californiensis a vertebrados. Posteriormente, se identificaron péptidos tipo insulina en 

moluscos, insectos y gusanos (Lagueux et al., 1990; Gregoire et al., 1998). El genoma de Drosophila contiene 7 

genes que codifican péptidos similares a la insulina (llamados dilp1-7), homólogos a la insulina e IGF de 

mamíferos, los cuales actúan a través de un receptor ortólogo al receptor de insulina humano que activa vías de 

señalización intracelular conservadas, regulando el metabolismo, la homeostasis de glucosa y el crecimiento 

celular (Ceddia et al., 2003; Teleman, 2010; Hentze et al., 2015). En Bombyx mori fue descripta la bombixina A2 

(Nagasawa et al., 1986), molécula similar a la insulina compuesta por dos cadenas peptídicas (A y B) unidas por 

un puente disulfuro con un 40% de identidad a la insulina humana. En el Caenorhabditis elegans, son 40 los 

péptidos ortólogos a la insulina, los cuales son sensados por el receptor DAF2 y regulados a través del factor de 

transcripción DAF16 (ortólogo a FoxO), ambas proteínas involucradas en la inducción del estado larvario “dauer” 

y responsables de regular la morfogénesis de la larva, en forma semejante a lo que ocurre con el nematodo parásito 

Strongyloides stercoralis (Castelletto et al., 2009). De esta manera, en metazoos en general, las señales de insulina 

e IGFs son efectuadas a través de un receptor tipo tirosina-quinasa que, ante la unión de la hormona, se 

autofosforila y cataliza cascadas de reacciones de fosforilación responsables de amplificar la señalización 

citosólica y nuclear de la hormona para modificar la transcripción de genes (Chiefari et al., 2018).  

Los parásitos helmintos, en principio, deberían ser capaces de detectar las hormonas del hospedador por los 

respectivos sistemas de señalización conservados evolutivamente (Stoka, 1999). Tal es el caso de S. mansoni, 

helminto parásito que es incapaz de sintetizar insulina y depende de la hormona del hospedador para promover su 

crecimiento, estimular la captación de glucosa, promover el metabolismo y el desarrollo de los gusanos adultos, 

así como también mejorar la viabilidad de las larvas in vitro (Saule et al., 2005, You et al., 2009). Durante su 

complejo ciclo de vida, los esquistosomas mantienen sus requerimientos de energía alternando entre el consumo 

de glucosa del hospedador y el almacenamiento en forma de glucógeno para su posterior degradación y 
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metabolización (You et al., 2014). Cuando una cercaria penetra en el hospedador y se transforma en 

esquistosómula, el parásito experimenta una transición bioquímica y cambia rápidamente de la producción de 

dióxido de carbono (CO2), a través del ciclo de Krebs, a la producción de lactato, mediante glucólisis y 

fermentación, con sostenido consumo del glucógeno almacenado, generando una dependencia directa de la glucosa 

provista por el hospedador (Skelly et al., 1994; Tielens, 1994).  

Para el caso de Echinococcus sp., varias vías de señalización conservadas evolutivamente han sido 

reportadas de manera previa a la publicación genómica. Particularmente, en E. multilocularis se han descripto, 

sistemas de señalización mediados por insulina y por factores de crecimiento (FGF, TGF y EGF; Spiliotis et al., 

2003; Konrad et al., 2003) así como la cascada de MAPKs (Zavala -Góngora et al., 2008). Posteriormente a la 

publicación de los genomas (Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013), dos miembros de la familia de receptores de 

insulina tipo tirosina-quinasa han sido caracterizados funcionalmente en E. multilocularis, EmIR1 

(EmuJ_000962900) y EmIR2 (EmuJ_000981300). Estos últimos se expresan en forma casi idéntica en E. 

granulosus (Hemer et al., 2014). Mediante análisis inmunohistoquímicos, se ha encontrado que EmIR1 se localiza 

principalmente en las células almacenadoras de glucógeno de la capa germinativa del metacestodo, lo que implica 

una función en la regulación de la homeostasis de la glucosa (similar a la descripta para el receptor de insulina de 

los mamíferos). EmIR2, por otro lado, se expresa principalmente en tejido proliferativo de las larvas del parásito 

y en células germinativas con posible función en la regulación de la proliferación y la diferenciación celular 

(Hemer et al., 2014). Con mucha antelación, Rogan y Richard (1986) ya habían descripto la promoción del 

desarrollo parasitario en presencia de insulina para E. granulosus. Bajo condiciones controladas de cultivo in vitro 

y en presencia de suero fetal bovino e insulina, los protoescólices de E. granulosus pueden progresar en la dirección 

quística (vesicular) a partir de protoescólices invaginados, evaginados y cápsulas prolígeras (Figura 11), 

pudiéndose constatar diversos cambios metamórficos. Estos cambios incluyen un incremento en la división celular 

determinada por el aumento de núcleos celulares y la inducción de la expresión de la proteína AMPK (Loos y 

Cumino, 2015). Estos eventos simulan in vitro lo que ocurre in vivo durante la ruptura de un quiste hidatídico en 

el hospedador intermediario, en el cual, cada protoescólex liberado es capaz de diferenciarse asexualmente en un 

nuevo quiste hidatídico estableciéndose una diseminación parasitaria denominada hidatidosis secundaria.  

Al considerar las vías de señalización de insulina, es imposible ignorar el importante papel de los 

transportadores de glucosa en la regulación dual de la captación de glucosa y la síntesis de glucógeno. Los 

transportadores de glucosa y otras hexosas pertenecen dos superfamilias de proteínas: simporter sodio/soluto 

(SSSF) y transportadores de difusión facilitada (MFS o transportadores de tipo GLUTs), y se expresan en 

numerosos filos (Manolescu et al., 2007). En endoparásitos en general, está documentado el requerimiento 

nutricional primario vinculado a la captura de glucosa y metabolización de carbohidratos. En platelmintos, la 

glucosa es el principal sustrato respiratorio y el glucógeno la principal molécula de reserva de energía (McManus 

y Bryant, 1995). En cestodos en particular, está descripto que la captación de glucosa se encuentra mediada por 

mecanismos de difusión pasiva y transportadores (Jeffs y Arme, 1988). El transporte de glucosa ocurre por 

transporte activo (a través de transportadores de glucosa dependiente de sodio –SGLT-) y/o mediante difusión 
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facilitada a través de transportadores tipo GLUT (familia SLC2A), los cuales utilizan la energía del gradiente de 

concentración del soluto transportado para impulsar el movimiento neto a través de la membrana (Rodríguez-

Contreras et al., 1998). Recientemente se han identificado dos transportadores tipo GLUTs en E. multilocularis 

(Em-GLUT1 -LC385549- y Em-GLUT2 –LC385550-) con una similaridad del 70 al 99% con posibles ortólogos 

en E. granulosus (Kashiide et al., 2018).  Todos los miembros de la familia GLUTs identificados en metazoos 

poseen 12 α-hélices de transmembrana (TM), donde sus porciones amino y carboxilo-terminales quedan en el 

interior celular formando un poro acuoso central a través del cual la hexosa cruza la bicapa lipídica. Esta estructura 

conservada de las proteínas GLUTs se mantiene tanto en vertebrados como en insectos, gusanos y helmintos 

parásitos (Deng et al., 2014; Cabezas-Cruz et al., 2015). 

El objetivo de este capítulo es analizar las funciones anabólicas de la insulina del hospedador en el estadio 

larvario de E. granulosus para estimar el efecto farmacológico que ejercería sobre el metabolismo y desarrollo 

parasitario en la interrelación parásito-hospedero durante el desarrollo de la hidatidosis secundaria. 

 

4.2. RESULTADOS 

 

4.2.1. Identificación in silico, estudio de expresión transcripcional y estimación de la actividad funcional de 

transportadores de glucosa tipo GLUT en E. granulosus 

 

Previo al análisis de los efectos de la insulina humana en las células del estadio larvario de E. granulosus 

fueron identificados en el genoma del parásito tres transportadores de glucosa tipo GLUTs, EGR_01566, 

EGR_01567 y EGR_2557 pertenecientes a la familia de transportadores SLC2 (“solute carrier family 2 facilitated 

glucose”) clase I (que incluye los GLUTs 1, 2, 3, 4 y 14 de humanos). Los correspondientes ARNm fueron 

previamente ingresados al Genbank [Banco de Genes del NCBI (National Center for Biotechnology Information)] 

con los números de acceso XM_024490815.1, XM_024490816 y XM_02490815.1, los cuales codificarían 

proteínas predichas de 492, 585 y 564 aminoácidos, respectivamente. Estas proteínas transportadoras mostraron 

entre 32% y 42% de identidad con las secuencias de aminoácidos de los transportadores GLUT1 (P11166.2), 

GLUT4 (NP001033.1) y GLUT14 (NP_703150.1) humanos. Mediante estudios in silico basados en la secuencia 

de aminoácidos, estas proteínas revelaron una estructura conservada con 12 dominios transmembrana (TM1-12) 

y motivos característicos de la familia SLC2 indicados en la Figura 22. En base a reportes previos que demostraron 

que la tasa de transporte de glucosa en un determinado tejido está determinada tanto por el patrón de expresión 

génica de los transportadores GLUTs como por la regulación a través de hormona y factores de crecimiento 

(McGowan et al., 1995), se estudió el nivel de expresión de los genes gluts de E. granulosus en condición control 

y en presencia de insulina. Mediante análisis de RT-PCR se confirmó la expresión basal de los tres genes que 

codifican para los transportadores de E. granulosus, en condiciones control tanto para protoescólices (Figura 23A) 

como para metacestodos (Figura 23B), denominándolos en función de su identidad con los ortólogos humanos: 

Eg-glut1/4 (EGR_01567), Eg-glut1 (EGR_01566) y Eg-glut14 (EGR_02557). En esta condición, el nivel de 
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expresión génica de estos transportadores fue mayor en protoescólices que en metacestodos (excepto para Eg-

glut1, Figura 23A-B). Si bien el nivel de transcripción no se modificó ante el agregado de insulina en 

protoescólices (datos no mostrados), la hormona tuvo la capacidad de inducir la activación de la transcripción de 

estos transportadores únicamente en metacestodos, corroborando estos resultados por qPCR (PCR cuantitativa) 

(Figura 23B-C). Específicamente, el tratamiento con 0,1 UI/ml de insulina indujo un incremento de dos veces en 

la expresión de Eg-glut1/4 y de una vez en la expresión de Eg-glut14 comparado con el control, no registrándose 

cambios en el nivel transcripcional del gen Eg-glut1 (Figura 23B-C). Finalmente, con el uso del 2-NBDG en un 

tampón libre de sodio (lo cual excluye la actividad de transportadores tipo SGLT, Blodgett et al., 2011) y en 

combinación con microscopía confocal, se dio cuenta de la incorporación intracelular de glucosa en parásitos vivos 

(tanto protoescólices como metacestodos) a expensas de transportadores tipo GLUTs (Figura 24A). En 

protoescólices, la captación de glucosa fue evidente en presencia de la sonda, mostrando un aumento significativo 

de fluorescencia total en protoescólices tratados con insulina respecto de protoescólices control (Figura 24 B). En 

el caso de los metacestodos, la captación de glucosa en presencia de insulina se correlacionó con el aumento de la 

expresión de los genes Eg-gluts, reflejándose con un incremento significativo de la fluorescencia relativa en los 

parásitos tratados respecto de los parásitos control (Figura 24C).  
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Figura 22: Predicción de la topología de membrana y alineamiento de secuencia múltiple de proteínas de la familia SLC2 

clase 1. Comparación de secuencia de aminoácidos entre transportadores GLUTs clase I de E. granulosus y ortólogos 

humanos. El consenso se indica en la última línea, total (mayúsculas), parcial (minúsculas), cambios conservativos 

(asteriscos), ausencia de consenso (puntos) y espacios introducidos para maximizar el alineamiento (guiones). Dominios de 

transmembrana (TM1 a TM12, cajas grises), residuos de glicina (G) críticos para la estabilización de estructuras en la familia 

de GLUTs (cajas azules transparentes), residuos funcionalmente importantes (triángulos negros), aminoácidos involucrados 

en la unión del azúcar (cajas verdes), motivo "QLS" en TM7 involucrado en el reconocimiento de glucosa (excluyendo 

fructosa, círculos negros y caja amarilla) de la misma manera que los GLUTS 1, 3 y 4 humanos (Manolescu et al., 2007) y 

sitio de N-glicosilación (N en rojo) (Deng et al., 2014). Números de acceso del GenBank para las proteínas Hs (Homo sapiens) 

GLUT 1 (P11166.2), GLUT2 (P11168.1), GLUT3 (NP_008862.1) y GLUT14 (NP_703150.1).  

 

 

 
Figura 23: Expresión transcripcional de las isoformas de GLUTs de E. granulosus. Análisis de RT-PCR (A y B) y qPCR (C) 

a partir de ARN total de protoescólices (PTS, A) control y metacestodos (MTC, B-C) incubados durante 24 h bajo condiciones 

control (Co) o tratados con insulina (Ins). La amplificación de Eg-actina I (actI) se utilizó como control de carga. Los tamaños 

moleculares de los amplicones se indican mediante puntas de flecha. 
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Figura 24: Captación de glucosa en presencia de insulina y 2-NBDG en protoescólices (PTS) y metacestodos (MTC) de E. 

granulosus. A) Imágenes representativas de microscopía confocal (b, d, f y h) que muestran fluorescencia del 2-NBDG en 

parásitos incubados en condiciones control (a-d) o tratados con insulina 0,1 UI/ml (e-h) durante 1 h. Imágenes de transmisión 

(a, c, e y g). Las barras indican: 20 μm en protoescólices y 100 μm en metacestodos. B-C) Gráfico de barras que muestra en 

unidades de fluorescencia arbitrarias de 2-NBDG medidas en protoescólices (B) y en metacestodos (C) control (Co) y tratados 

con insulina (Ins) determinados mediante integración con el software Image J a partir de 10 fotografías de cada condición. 

Asterisco (*) indica diferencia estadísticamente significativa (p< 0.05) en comparación con el control. cr (corona rostelar), ve 

(ventosa), tg (tegumento), CG (capa germinal), CL (capa laminar), GSC (células que acumulan glucógeno), Cge (células de 

la capa germinal).  
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4.2.2. El almacenamiento de glucosa bajo el efecto de insulina produce inducción en la biosíntesis de 

glucógeno y lípidos en el estadio larvario de E. granulosus 

 

Dado que, en otros sistemas celulares la insulina y péptidos análogos controlan la actividad de las enzimas 

metabólicas investigamos in vitro, el estado de la acumulación de glucosa en forma de glucógeno y de lípidos en 

el estadio larvario de E. granulosus bajo los efectos de la hormona del hospedador. Como se muestra en la Figura 

25, en metacestodos existe un aumento en la concentración intracelular de glucosa de aproximadamente diez veces 

bajo el efecto de insulina (Figura 25A), siendo 25 ± 7 mg/dl en metacestodos control y 225 ± 5 mg/dl en 

metacestodos tratados con insulina (equivalentes a valores cercanos a 1,4 mM y 12,5 mM, respectivamente). Esta 

glucosa debió ser rápidamente fosforilada por la hexoquinasa y almacenada como glucógeno (Figura 25B), dado 

que el contenido de glucógeno aumentó cinco veces bajo el efecto de esta hormona (48 ± 4 mg/g) respecto del 

control (10 ± 8 mg/g). Esta glucosa intracelular fue oxidada a través de un mecanismo fermentativo constatado 

por el aumento en la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH, Figura 25C), la cual aumentó 15 veces en 

presencia de insulina (desde 100 ± 15 mmol/min ml en situación basal hasta 1500 ± 10 mmol/min ml en presencia 

de insulina). La oxidación de la glucosa permitiría generar esqueletos carbonados, poder reductor en forma de 

NADH y energía en forma de ATP favoreciendo otras reacciones de biosíntesis como la lipogénesis de triglicéridos 

(Figura 25D), registrándose un incremento en su acumulación de seis veces en presencia de insulina (alcanzando 

los 60 ± 6 mg/dl) respecto del control. Por lo expuesto y como en el resto de los metazoos, la glucosa incorporada 

en las células del parásito se re-direccionaría hacia la acumulación de glucógeno y lípidos neutros en las células 

de la membrana germinal, lo cual potenciaría el crecimiento y desarrollo del estadio larvario. 

Por otro lado, debido a que los cestodos carecen de la capacidad de sintetizar ácidos grasos y colesterol, 

estos deben ser captados junto a los triglicéridos desde el hospedador y son almacenados en forma de gotas 

lipídicas (datos no publicados) en el parásito. Estas gotas lipídicas son organelas de almacenamiento y 

metabolización de lípidos neutros delimitadas por una capa de fosfolípidos y proteínas que se conservan desde 

levadura a mamíferos. En la Figura 26 se muestra el significativo aumento en tamaño y número de las gotas 

lipídicas en protoescólices bajo el tratamiento con insulina, dando cuenta del mayor contenido en triglicéridos 

mostrado en la Figura 25D. 
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Figura 25. Cambios metabólicos inducidos por insulina en metacestodos de E. granulosus. Concentración intracelular de 

glucosa (A), contenido de glucógeno –fracción insoluble de carbohidratos- (B), actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) 

(C), y contenido de triglicéridos (D) medidos en células germinales de metacestodos incubados en condición control (Co) o 

con 1 UI/ml de insulina durante 48 h (Ins). Los valores se expresan como media ± error estándar de la media. *Diferencia 

estadísticamente significativa (p < 0,05) en (A-D). 
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Figura 26. Detección de depósitos de lípidos neutros en formas de gotas lipídicas. Mediante microscopía confocal 

(fluorescencia verde de Bodipy 493/503 detecta lípidos neutros y fluorescencia roja de ioduro de propidio tiñe núcleos) de 

protoescólices control (Co, a-c) y tratados farmacológicamente con 0,1 UI/ml de insulina (Ins d-f) se evidenció un aumento 

en número y tamaño de gotas de lípidos en presencia de la hormona exógena. 

 

 

4.2.3.  La vía de transducción de señales iniciada por la unión de insulina exógena al receptor del parásito 

lleva a la fosforilación y activación de Eg-TOR 

 

Previamente ha sido reportado en E. multilocularis que, ante el agregado de insulina exógena a las 

vesículas del parásito generadas in vitro, se induce activación del receptor de insulina y fosforilación de Em-AKT 

y Em-TOR (Koziol y Brehm, 2015, Loos et al., 2020a) dando cuenta de la activación de la vía de señalización 

conservada en el parásito. En este trabajo experimental, se corroboró en presencia de insulina, la activación y 

fosforilación de Eg-TOR en un residuo de serina (Ser3022) conservado. Para ello se utilizó un anticuerpo contra la 

porción más conservada (70% de identidad) entre la proteína del parásito (EUB64971 compuesta por 3072 

aminoácidos) y la proteína ortóloga en humanos (P42345 constituida por 2549 residuos) (Figura 27A-B). En la 

Figura 27C-D se evidencia el aumento de fluorescencia producto del mayor grado de fosforilación de Eg-TOR 
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en metacestodos tratados con insulina comparado con el control. La insulina a través del complejo TORC1 también 

controla la síntesis de proteínas a través de la detección de aminoácidos. De esta manera se constata que todas las 

macromoléculas biológicas, carbohidratos, lípidos y proteínas acompañarán la inducción del crecimiento y del 

desarrollo promovido por la hormona en el parásito.  

 

 
 

Figura 27. Análisis estructural e inmunodetección de Eg-TOR en metacestodes control y tratados con insulina exógena. (A-

B) Análisis de dominios conservados entre la proteína TOR de Homo sapiens (Hs-TOR, P42345) y el ortólogo en el parásito 

(Eg-TOR, EUB64971). Eg-TOR tiene una estructura de dominio conservada que contiene una región N-terminal con 

repeticiones HEAT (Huntington, EF3A, ATM, TOR, caja azul), un domino de ~600 residuos denominado FAT (FRAP, ATM, 

TTRAP, con 25-37% de identidad entre Hs-TOR y Eg-TOR, caja roja), el dominio FRB de unión a FKBP y rapálodos 

(análogos de rapamicina) de aproximadamente 100 residuos (caja rosa), el dominio quinasa (caja verde de mayor homología 

entre los ortólogos analizados) que contiene los sitios de fosforilación Thr2446 y Ser2448 en Hs-TOR correspondientes a los 

aminoácidos Thr3019 y Ser3022 en Eg-TOR coincidentes con la secuencia consenso TRT-X-S, y un dominio FATC (~35 
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residuos) en el extremo C-terminal (caja celeste). Eg-TOR mostró además una similitud en estructuras secundaria y terciaria 

con TOR humano (PDB 6bcu.1, datos no mostrados). (C-D) Detección e inmunolocalización de la forma activada de Eg-TOR 

en metacestodes control (Co) y tratados con insulina (Ins). (C) Imágenes confocales representativas de ensayos de 

inmunolocalización in toto revelados con un anticuerpo conjugado anti-TOR humana marcado con Alexa 488 (fluorescencia 

verde) y contrateñido con ioduro de propidio (fluorescencia roja). Las imágenes insertadas corresponden a la microscopía de 

transmisión. Las barras indican 200 μm. (D) El gráfico muestra la relación entre la intensidad de fluorescencia de Eg-TOR-

PS3122 y los núcleos en metacestodos tratados con 1 U/ml de insulina (Ins) relativo al control. Los valores se expresan como 

error estándar medio o la media (* p< 0.05 en comparación con el control). 

 

 

 

4.3. DISCUSIÓN 

 

Ha sido descripto en nematodos, tanto para las larvas infecciosas del tercer estadio de S. stercoralis como 

para las larvas “dauer” de C. elegans, que bajo la señalización de péptidos similares a la insulina se controla el 

desarrollo larvario (Castelleto et al., 2009). De la misma manera, durante el desarrollo anormal de Taenia solium 

y T. crassiceps en el establecimiento de la neurocisticercosis racemosa, las células parasitarias totipotentes 

responden a la insulina humana promoviendo el desarrollo tumoral de larvas racemosas, sugiriendo la importancia 

de las hormonas del hospedador en el desarrollo y crecimiento del parásito (Orrego et al., 2021). Otro caso 

ampliamente citado en la literatura, es el de los esquistosomas adultos, que dependen de la insulina del hospedador 

para el crecimiento, viabilidad y captación de hexosas (You et al., 2014). En este trabajo experimental, 

demostramos que en E. granulosus, la insulina exógena participa en la inducción transcripcional de transportadores 

de glucosa tipo GLUT, conduce a una mayor captación de la hexosa y activa su utilización para la biosíntesis de 

glucógeno y triglicéridos, a través de la vía de señalización canónica que activa y fosforila a la proteína Eg-TOR 

(Figuras 23-27). 

Las vías de señalización mediadas por insulina y sus análogos son sensibles a la disponibilidad de nutrientes 

en el medio extracelular y modulan el ciclo de vida desde gusanos a mamíferos (Kimura et al., 1997; Kenyon, 

2005; Martins et al., 2016). De esta manera, estas vías de señalización intracelular se modulan en función de la 

abundancia de aminoácidos, monosacáridos, ATP/AMP y NAD/NADH e inducen el control de la longevidad en 

respuesta a la restricción dietaria (Pan y Finkel, 2017). Estas vías coordinan las respuestas de proteínas vitales 

como TOR, AMPK y FOXO, previamente identificadas y caracterizadas en el parásito por este grupo de 

investigación (Cumino et al., 2010; Loos y Cumino, 2015, Loos et al., 2018). 

La enzima PI3K es fundamental en las acciones metabólicas y mitogénicas de la insulina (Saltiel, 2021) y 

activa a la AKT, quien media muchas funciones de la vía de acción de la insulina, como la supervivencia celular, 

la síntesis de proteínas, el aumento de la transcripción génica y la biosíntesis de glucógeno (Manning y Cantley, 

2007). En E. multilocularis se han reportado efectos de la insulina humana en los mecanismos de señalización del 

parásito, siendo responsable dicha hormona de la activación de los receptores EmIR1 y EmIR2 (Hemer et al., 

2014). Estos autores también reportan que la insulina exógena induce la expresión de altos niveles de EmIR1 en 

las células acumuladoras de glucógeno (GSC) de la capa germinal. En el presente trabajo de investigación, 



Perla S. Negro, 2022 – Tesis Doctoral 

52 

 

vinculamos cómo la expresión estable de AKT y su activación persistente en presencia de insulina (Hemer et al., 

2014), conducen a la inducción transcripcional de dos de los tres transportadores GLUT identificados en el parásito 

(Figura 22-23) de forma semejante a lo descripto en otros metazoos (Bryant et al., 2002). 

El transporte de glucosa mediado por insulina es un requisito crítico para la homeostasis del monosacárido 

en células animales sensibles a esta hormona, tanto en tejidos especializados de vertebrados (como músculo 

esquelético y tejido adiposo) como en invertebrados (You et al., 2014). En estas células, la insulina desencadena 

la reorganización del citoesqueleto de actina, necesaria para la translocación de GLUTs a la membrana plasmática, 

a través de un proceso que puede ser dependiente o independiente de la activación de PI3K-AKT (Duong y Chun, 

2019). Este trabajo es el primero en reportar la expresión basal de tres GLUTs en ambas formas larvarias de E. 

granulosus, dos de los cuales presentan inducción transcripcional en presencia de insulina (Eg-glut1/4 que codifica 

para EGR_01567 o XP_024354681 y Eg-glut14 que codifica la proteína EGR_02557 o XP_024353621) (Figura 

23). La evidencia del efecto directo de la insulina en la regulación transcripcional de los genes que codifican para 

GLUT1 a GLUT4 fue previamente reportada en cardiomiocitos, adipocitos, hepatocitos y músculo esquelético e 

involucra la activación de AKT, la cual fosforila y activa una variedad de sustratos, incluidos los factores de 

transcripción involucrados (Petersen et al., 1995; Barthel et al., 1999; Hernandez et al., 2001; Heidbreder et al., 

2007; Saltiel et al., 2021).  

 La asignación de la nomenclatura de los Eg-gluts se realizó en base a los análisis filogenéticos de las tres 

clases de transportadores (tipo I, II y III) (Augustin 2010; Cabezas-Cruz et al., 2015) y estudios de aminoácidos 

indispensables para la función biológica (Figura 22) (Deng et al., 2014). Los tres transportadores identificados en 

el parásito pertenecen a la clase I de GLUTs que incluye a los ortólogos GLUTs1-4 y 14 identificados en humanos. 

Estos transportadores del grupo I se regulan transcripcionalmente por la concentración de glucosa en el medio, 

tanto en humanos como en gusanos (Cabezas-Cruz et al., 2015), y dichos estudios quedan pendientes de realizar 

para Echinococcus sp. Todos los miembros GLUTs identificados en el parásito poseen 12 α-hélices de 

transmembrana (Augustin 2010) con colas carboxilo y amino-terminales orientadas hacia el lado citoplásmico, 

idéntico a los GLUTs identificados en vertebrados, insectos y gusanos (Cabezas-Cruz et al., 2015). Asimismo, 

conservan motivos de aminoácido (Arg-X-Gly-Arg-Arg) en las proximidades a los dominios de TM dentro de los 

bucles citoplasmáticos 2, 4, 8 y 10. Cabe destacar que la presencia de un motivo "Gln-Leu-Ser" está exactamente 

conservado en el TM7 de EGR_01567 (Eg-GLUT1/4) y los GLUT1, 3 y 4 humanos, el cual estaría involucrado 

en el reconocimiento de la glucosa. Dicha secuencia es “Gln-Phe-Ser” y “Gln-Leu-Cys” en los otros dos 

transportadores del parásito (Manolescu et al., 2007: Deng et al., 2014). 

En el caso particular de Echinococcus sp. la caracterización de los transportadores de difusión facilitada 

GLUTs es amplia en la bibliografía. Jeffs y Arme (1988) caracterizaron el proceso de difusión facilitada desde el 

punto de vista bioquímico, reportando el mecanismo por el cual el metacestodo concentra la glucosa capturada 

desde el hospedador. Estos investigadores reportaron cómo el quiste hidatídico tiene un transporte de glucosa 

menos eficiente, ya que absorbe la glucosa 55 veces más lentamente que el protoescólex. Estos datos coinciden 

con el nivel de expresión génica basal más elevado de los genes Eg-gluts en el protoscolex respecto del 
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metacestodo (Figura 23). Sin embargo, los autores también describieron que la demanda de glucosa a través del 

tiempo es mayor en el metacestode que en el protoescólex. Esta conclusión coincide con los resultados mostrados 

en este capítulo, referidos a la alta captura de la sonda 2-NBDG bajo el efecto de la insulina respecto del control 

(Figura 24C). Posterior a la caracterización de los GLUTs en Trypanosoma brucei, T. cruzi, y Leishmania sp. 

(Rodríguez-Contreras et al., 2015) se reportó la actividad biológica de un transportador en E. multilocularis 

denominado Em-GLUT1 (LC385549), describiéndose un segundo transportador Em-GLUT2 (LC385550) sin 

actividad biológica en forma coincidente con lo descripto para T. solium y S. mansoni (Kashiide et al., 2018). 

Durante el desarrollo de este trabajo de Tesis Doctoral fue caracterizado a nivel bioquímico-molecular en E. 

granulosus, un EgGLUT1 (QTT61014.1) implicado en la captación de glucosa del metacestodo, esencial para el 

abastecimiento de energía y la supervivencia del parásito en el hospedero intermediario (Amahong et al., 2021). 

Este transportador fue sensible al inhibidor WZB117 y el tratamiento con este compuesto no solo redujo 

significativamente la viabilidad del estadio larvario in vitro, sino que también condicionó el desarrollo parasitario 

in vivo (Amahong et al., 2021). La secuencia de aminoácidos predicha para el Eg-GLUT1 reportado por estos 

autores es diferente a las reportadas en este trabajo de Tesis, consta de 500 aminoácidos y presenta mayor identidad 

de secuencia (96.01%) con el gen Eg-glut14 (que codifica para la proteína predicha XP_024353621 o 

EGR_02557). Sin embargo, de manera coincidente a lo reportado en esta Tesis, este transportador presenta mayor 

expresión en protoescólices respecto de metacestodos. Estudios posteriores deberán realizarse para identificar la 

totalidad de transportadores GLUT en el parásito y asignar las funciones de estos parálogos en los cestodos. 

En las células del parásito, la glucosa absorbida bajo el efecto de la insulina (Figura 24 y 25A) fue 

convertida en glucógeno (Figura 25B), que es la principal molécula de reserva en el estadio larvario, y 

posteriormente metabolizada directamente por la vía glucolítica hasta fosfoenolpiruvato (PEP) según se reporta en 

la bibliografía (Agosin y Repetto, 1961; McManus y Smyth, 1982). El PEP debió ser metabolizado hacia la 

fermentación homoláctica tal como indica el aumento en la actividad de la enzima LDH en estos experimentos y 

en antecedentes referidos a estudios bioquímicos del metabolismo del carbono en el parásito (Figura 25C) (Das, 

et al., 2004; 2013). Además de suprimir la lipólisis, la insulina también estimula la absorción de ácidos grasos a 

través del aumento de la expresión de transportadores de ácidos grasos como CD36 y FATP1, ambos presentes en 

Echinococcus sp. (Stahl et al., 2002; da Silva et al., 2018; Pórfido et al., 2020). Estos efectos insulino-dependiente 

parecerían también tener lugar en Echinococcus sp., dado que, bajo el efecto de la hormona, los metacestodos 

aumentaron el contenido de triglicéridos (Figura 25 D) y los protoescólices el tamaño y el número de las gotas 

lípidicas, forma no tóxica en la que se almacenan los triglicéridos y el colesterol en tejidos que acumulan lípidos 

(Figura 26). Por otro lado, tras inducir mayor captación de glucosa en el parásito, la insulina podría promover 

efectos anabólicos adicionales como la biosíntesis de lípidos e inhibición de la lipólisis (Saltiel et al., 2021). 

Finalmente, la insulina también controla la síntesis de proteínas a través de un proceso estrechamente vinculado a 

la captura de aminoácidos y la activación del complejo TORC1. Esto ocurre vía PI3K-AKT a través de la 

fosforilación y activación de la proteína quinasa TOR (Walker et al., 2014). En tal sentido, en este trabajo pudimos 
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corroborar la activación de Eg-TOR demostrando que la Ser3022, altamente conservada en la proteína del parásito, 

está significativamente más fosforilada en presencia de insulina (Figura 27).  

En conclusión, podemos sugerir que la insulina presente en el torrente sanguíneo de los hospedadores 

intermediarios de Echinococcus sp. induciría el desarrollo celular parasitario a través de la  vía PI3K-AKT-TOR, 

al incrementar la biosíntesis de carbohidratos, lípidos y proteínas y conducir a la activación de las MAPKs (Bhrem 

y Koziol, 2017) (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Vía de transducción de señales de insulina exógena en el estadio larvario de E. granulosus. 

 

Debemos considerar que en casi todos los genomas de mamíferos publicados (más de 150) fueron 

identificados genes que codifican para la insulina (Irwin, 2021). Debido a que la glucosa es una molécula crucial 

para generar energía en forma de ATP, y varios tejidos de mamíferos dependen absolutamente de su disponibilidad 

en sangre, distintos sistemas complejos han evolucionado para mantener apropiados sus niveles séricos (Thorens, 

2011), resultando la dieta la última fuente de glucosa para la mayoría de los organismos pluricelulares. Es por ello 

que los sistemas hormonales contra-reguladores han evolucionado para mantener la glucosa en sangre dentro de 

un rango estrecho y regulado. La insulina promueve la absorción de glucosa desde la sangre hacia diversos tejidos 
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cuando los niveles de glucosa son altos, mientras que el glucagón induce gluconeogénesis por el hígado para 

liberar glucosa y prevenir la hipoglucemia (Wasserman, 2009). Resultará de interés analizar en este Trabajo de 

Tesis los efectos de la hormona glucagón que contraregula los efectos de la insulina en los mamíferos hospedadores 

de Echinococcus sp. 
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 Capítulo 2 

 

Efecto metabólico del glucagón del hospedador en el estadio larvario de 

Echinococcus granulosus 

 
5.1. INTRODUCCIÓN 

 

Como está descripto para otros helmintos parásitos, Echinococcus sp. depende de las señales moleculares 

del hospedador para su crecimiento y desarrollo (Zhang et al., 2019). En este microambiente, este cestodo es 

impactado por citoquinas (como el factor de crecimiento transformante –TGFβ-) y hormonas derivadas del 

hospedador que se unen a los receptores del parásito, influyendo en su viabilidad al inducir cambios en las vías de 

señalización celular conservadas entre metazoos (Hemer et al., 2014; Zhang et al., 2019, esta Tesis). Esto sugiere 

que Echinococcus puede detectar y responder a señales del hospedador para mejorar su supervivencia dentro de 

este hábitat. Considerando nuestra hipótesis central basada en la importancia de la glucosa como metabolito vital 

para el parásito (Ritler et al., 2019) y que, en el ciclo de vida de este cestodo sus hospederos definitivos e 

intermediarios regulan el nivel de esta hexosa en sangre en base a las acciones opuestas de la insulina y el glucagón 

(Hecker et al., 2019), es de interés en este capítulo revisar y analizar los posibles efectos exógenos de estas 

hormonas en el estadio larvario de E. granulosus.  

Entre los trabajos pioneros en el establecimiento de sistemas in vitro para el desarrollo de metacestodos 

de E. multilocularis aportados por el laboratorio de Matthias Frosch (Jura et al., 1998), se introduce el uso de 

glucagón como promotor del crecimiento parasitario en co-cultivo con hepatocitos de rata, protocolo replicado 

sólo por otras pocas publicaciones (Wang et al., 2016). En la misma línea de evidencias podría sugerirse que existe 

una relación indirecta entre el glucagón y el desarrollo de cestodos, al vincular el efecto antihelmíntico que tiene 

la niclosamida al inhibir el desarrollo de gusanos adultos de Taenia sp. en perros (Gemmell et al., 1977), dado que 

la droga desencadena en mamíferos, una reducción en la sensibilidad al glucagón (Chowdhury et al., 2017). Por 

otro lado, en el trabajo experimental llevado a cabo por Smyth y McManus (1989) se describen ciertos factores 

abióticos (temperatura, pH, pCO2 y pO2) y bióticos dependientes del cánido (concentración de bilis, enzimas 

digestivas, dieta, estrés, antecedentes inmunológicos) entre los que se incluyen a las hormonas gástricas que 

influyen en la estrobilización, diferenciación sexual y maduración de Echinococcus sp. en el hospedero definitivo. 

Además, en este trabajo, los investigadores determinan los cambios morfológicos que sufren los protoescólices in 

vitro, simulando los procesos que ocurrirían en el tracto gastrointestinal del perro. Este proceso de maduración 

implica seis estadios de organogenia en los cuales, ocurren cambios irreversibles en el protoescólex que conducen 
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a la segmentación de proglótides, el desarrollo de gónadas y gametas, la formación de oncósferas y la disolución 

temprana de los corpúsculos calcáreos junto al desarrollo prominente de los canales excretores (Smyth y 

McManus, 1989).  

Entre las funciones vitales y sistémicas de la insulina y el glucagón, se reconoce la función de ambas 

hormonas en el control de la glucosa disponible para las células y en la generación de energía a nivel de las 

mitocondrias (Hüttemann et al., 2007). Así el glucagón y la insulina, llegan a sus órganos diana y se unen a sus 

receptores específicos desencadenando una cascada de señalización que da respuestas que se ajustan a las 

circunstancias fisiológicas requeridas. El glucagón media señales durante los períodos de privación de nutrientes, 

contrapuesto a las de la insulina que, después de la ingestión de alimentos, inicia la activación de reacciones 

anabólicas que conducen a la biosíntesis de macromoléculas. Ambas hormonas mantienen la actividad 

mitocondrial y los procesos de fosforilación oxidativa, permitiendo el transporte de electrones, la inducción de 

respiración celular y la síntesis de ATP para sostener diferentes procesos celulares. Resulta de interés en este 

trabajo analizar el estado funcional de las mitocondrias en el estadio larvario de E. granulosus, además de 

correlacionar la actividad metabólica en relación a la glucosa y al glucógeno por parte del parásito frente a la 

presencia de glucagón exógeno.  

Hace un siglo se demostró que la secreción de glucagón aumenta los niveles de glucosa plasmáticos 

(Banting et al 1922; Kimbal y Murlin, 1923), mientras que 25 años después se confirmó su secreción por parte de 

las células α pancréaticas en vertebrados (Sutherland y De Duve, 1948). Los efectos glucogenolíticos (hidrólisis 

de glucógeno), gluconeogénicos (biosíntesis de novo de glucosa) y cetogénicos (producción de cuerpos cetónicos) 

de la hormona fueron elucidados por primera vez en perros (Unger y Orci, 1975). Posteriormente fue descripta la 

síntesis de glucagón y péptidos tipo glucagón (GLP1) a partir del precursor proglucagón (Drucker, 1990) y 

recientemente la secreción extrapancréatica de estas hormonas (Figura 28) (Lund et al., 2016). Particularmente, 

se ha comprobado que el glucagón completamente procesado está presente en la mucosa intestinal y su liberación 

por parte de las células L enteroendócrinas es mediada por el alto nivel de glucosa en el tejido ileal (Sun et al., 

2021). El glucagón (cuyo nombre proviene de “agonista de glucosa” o “factor hiperglucemiante”) es un péptido 

de 29 aminoácidos, contra-regulador de la insulina, que estimula la producción de glucosa hepática e induce el 

catabolismo de carbohidratos para aumentar los niveles de glucosa en plasma.  

 



Perla S. Negro, 2022 – Tesis Doctoral 

58 

 

  

 

Figura 28. Esquema del procesamiento selectivo de la prohormona proglucagón según las enzimas presentes en los diferentes tejidos. En 

el páncreas se produce la mayoría de la hormona a expensas de la convertasa 2 de la prohormona (PC2), la cual escinde el proglucagón en 

glucagón, polipéptido pancreático relacionado con glicentina (GRPP), péptido interviniente 1 (IP-1) y un fragmento proglucagón principal 

(MPGG). Una baja concentración de la hormona se produce en el intestino (en las células enteroendócrinas tipo L) y el cerebro (en el núcleo 

del tracto solitario del tronco cerebral), donde el proglucagón es escindido por la convertasa 1 de la prohormona (PC1) en glicentina, 

oxintomodulina (OXM), péptido intermedio 2 (IP-2) y los péptidos similares al glucagón 1 y 2 (GLP-1 y GLP-2). La glicentina y la OXM 

contienen la secuencia completa del glucagón (correspondiente a los aminoácidos 33–61 del proglucagón). Tomado de Müller et al., 2017. 

 

El glucagón y el GLP-1 pertenecen a la familia de las secretinas, un grupo de péptidos estructuralmente 

relacionados con alta identidad de secuencia, pero con efectos opuestos sobre el metabolismo energético y de la 

glucosa. Éstos, se forman a partir del procesamiento específico del proglucagón según las enzimas expresadas en 

cada tipo de célula (del páncreas, del íleo o del sistema nervioso central; Figura 28). El glucagón promueve su 

acción biológica a través de la unión y activación del receptor de glucagón (GCGR), un miembro de la familia de 

receptores tipo secretina clase B acoplados a la proteína G y compuesto por 7 dominios helicoidales de 

transmembrana (Hjorth et al., 1994). 

El glucagón, la hormona del crecimiento (GrH) y el péptido vasoactivo intestinal (VIP) fueron 

identificados en la lamprea Petromyzon marinus utilizando datos de secuencia genómica y herramientas de 

reconstrucción filogenética. Esto sugiere, que se han originado como péptidos activos al inicio de la radiación de 

los vertebrados (Jékely, 2013). Sin embargo, los receptores para el glucagón, la paratohormona y el péptido 

activador de adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP) están presentes en los metazoos bilaterales ancestrales, como 

los lofotrochozoos, entre los que se incluyen a los platelmintos (Mirabeau y Joly, 2013). 

La unión del glucagón a su receptor da como resultado la activación de la adenilato ciclasa, que a su vez 

conduce a un aumento del AMPc y la consecuente activación de la proteín-quinasa A (PKA), quien media la 

actividad de la hormona interactuando con los blancos metabólicos (Pilkis y Granner, 1992; Jiang y Zhang, 2003). 

Además de sus efectos sobre el metabolismo de hidratos de carbono, el glucagón también juega un papel en el 

metabolismo de los lípidos (activa la lipólisis de triglicéridos e inhibe la síntesis de lípidos en general), influye en 
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la ingesta de alimentos, afecta el peso corporal, inhibe la motilidad intestinal y promueve la autofagia (Müller et 

al., 2017; Hædersdal et al., 2018). El objetivo de este capítulo es llevar a cabo estudios bioquímicos-moleculares 

para dar cuenta de la actividad metabólica que ejerce el glucagón exógeno en el estadio larvario de E. granulosus, 

definiendo puntos antagónicos entre esta hormona y la insulina exógena. 

 

 

5.2. RESULTADOS 

 

5.2.1. Identificación in silico de un receptor putativo para glucagón en E. granulosus 

 

En este trabajo se reconoció y caracterizó in silico un posible receptor de glucagón acoplado a la proteína G, 

con 25% de identidad en su secuencia primaria y secundaria con el receptor de glucagón humano (GCGR, 

PDB4L6R, P47871GLR_Human, Figura 29A-B). Este receptor denominado Eg-GCGR (EgrG_000296700, 

también registrado como CDS24823.1) pertenece a la familia de receptores tipo secretina clase B, posee siete 

regiones de transmembrana e interaccionaría con aminoácidos claves del glucagón dado que posee residuos 

conservados involucrados en el mantenimiento de la estructura secundaria y en la interacción con la hormona. La 

existencia y funcionalidad de este receptor podría dar cuenta de los efectos metabólicos observados ante la 

presencia de la hormona peptídica en el cestodo que se demuestran a continuación (Siu et al., 2013; Zhang et al., 

2018). 

 

5.2.2. Captación de glucosa, expresión de genes Eg-gluts y acumulación de compuestos de reserva de 

carbono bajo el efecto de glucagón exógeno en el estadio larvario de E. granulosus 

 

En base a la capacidad del parásito de incorporar la sonda 2-NBDG (análogo a D-glucosa) a nivel celular, 

pudo ser estimada la captación de la hexosa en presencia de glucagón en experimentos a tiempos cortos. Una vez 

en el interior de las células, el compuesto es metabolizado preservando la fluorescencia, pudiendo acumularse en 

forma de glucógeno en las células de parásitos vivos durante mayor tiempo de interacción con la sonda (Louzao 

et al., 2008). La captación de glucosa en protoescólices control fue similar a la observada bajo el efecto del 

glucagón durante 1 hora de tratamiento. Cabe agregar que pudo ser detectada la incorporación del monosacárido 

en corpúsculos calcáreos de protoescólices en presencia de glucagón, evidenciando la capacidad que tiene la 

hormona en activar metabólicamente a estas células especializadas, las cuales demostraron poseer una conexión 

directa con el tegumento (Figura 31). En metacestodos tratados con glucagón, la captación de 2-NBDG y la 

correspondiente señal fluorescente, fue reducida respecto al control (Figura 30A-B). También se evidenciaron en 

estos metacestodos, células gigantes especializadas en el almacenamiento de glucógeno entre las células de la capa 

germinal (Figura 30A (c-d)), previamente descriptas en el parásito (Koziol et al., 2014). Estos resultados fueron 
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acompañados por el estudio de expresión de los genes Eg-gluts, los cuales se expresaron al mismo nivel en los 

metacestodos control y tratados con glucagón (Eg-glut1/4 y Eg-glut1), excepto en el caso del transportador Eg-

glut14 que redujo a la mitad su nivel de expresión transcripcional en presencia de la hormona en comparación al 

control (Figura 30C). Además, el efecto del glucagón sobre metacestodos en cultivo indujo una reducción 

significativa en los niveles de glucógeno determinados analíticamente (5 ± 4 mg de glucógeno por gramo de peso 

fresco en parásitos tratados, respecto 14 ± 4 mg/g en control Figura 32B), dando cuenta de la inducción de 

glucógenolisis en el parásito. Por otro lado, no se determinaron cambios estadísticamente significativos respecto 

de la concentración intracelular de glucosa (en valores cercanos a 25 mg/dl lo que equivale a 1,38 mM, Figura 

32A), de la actividad de LDH (95 ± 8 mmol/min x ml en el control y 110 ± 10 mmol/min x ml en parásitos tratados 

con glucagón, Figura 32C) y de la acumulación de triglicéridos (en el rango de 2-5 mg/dl, Figura 32D) en células 

de la capa germinal de metacestodos expuestos al glucagón.  

A 
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Figura 29. Caracterización in silico del receptor de glucagón en E. granulosus. A) Alineamiento de secuencias primarias 

del receptor humano de glucagón (GCGR, NP_000151) y la posible proteína ortóloga en E. granulosus (EgrG_000296700) y 

E. multilocularis (Emu296700) anotada en GenBank como receptor de hormona diurética GPRdih2. El consenso se indica en 

la última línea, total (mayúsculas), parcial (minúsculas), cambios conservativos (asteriscos), ausencia de consenso (puntos) y 

espacios introducidos para maximizar el alineamiento (guiones). Dominios de transmembrana (TM1 a TM7, cajas grises) y 

bucles extracelulares (BEC1-3) indicados según los estudios de cristalización del GCGR humano. La región N-terminal 

extracelular que comprende los primeros 127 residuos del receptor para glucagón humano está ausente en Eg-GCGR. La 

porción N-terminal del glucagón (Ser2-Leu14) interactuaría con el borde externo del TM1, TM2, TM6-7 y BEC2 del GCGR 

conservado en la proteína Eg-GCGR. En la región BEC1, de los residuos Arg201, Tyr202, Asp208 y Trp215 que estabilizan el 

bucle extracelular e interactuan directamente con glucagón en la proteína humana sólo se identifica Tyr87 en Eg-GCGR 

(equivalente a Trp215). Las interacciones hidrofóbicas contribuyen al reconocimiento del ligando peptídico y datos de 

mutagénesis señalan como residuos claves en el GCGR a Gln131 (Arg4), Y145 (Phe18), L382 (Tre250), L386 (Ala254), Ser392 (Ser258) 

donde los aminoácidos conservados en la proteína del parásito se indican entre paréntesis. En el TM3 el residuo Trp241 (Trp115) 

interacciona con residuos hidrofóbicos conservados Tyr239 (Phe111), Leu358 y Gly359 (Phe230 y Gly231). Aminoácidos 

importantes en la actividad funcional del receptor conservados (diamante negro) y no conservados (círculos negros) en el Eg-

GCGR putativo (Siu et al., 2013; Zhang et al., 2018). B) Estructura secundaria del Eg-GCGR compatible con un receptor 

acoplado citoplasmáticamente a la proteína G donde la predicción de dominios de transmembrana (TM1-3) y bucles 

extracelulares (BEC1-2) son ligeramente diferentes ya que no están ajustados con los estudios de cristalización. 
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Figura 30. Cambios en la captación de glucosa en presencia de 2-NBDG) y expresión de los transportadores tipo GLUT bajo 

el efecto de glucagón en protoescólices (PTS) y en metacestodos (MTC) de E. granulosus. A) Fotografía confocal de 

fluorescencia (columnas indicadas con 2-NBDG) y de campo claro (columna a la izquierda de 2-NBDG). Barras indican 10 

μm. cr (Cono rostelar), ve (ventosa), tg (tegumento). CG (capa germinal), Cge (células germinales), CL (capa laminar), GSC 

(células que almacenan glucógeno). B) Gráfico de barras que muestra los valores de las proporciones de fluorescencia de 2-

NBDG medidas en metacestodos control (Co) y tratados con glucagón (Gcg) determinados mediante integración con el 

software Image J a partir de 10 fotografías de cada condición. Asterisco (*) indica diferencia estadísticamente significativa 

(p< 0.05) en comparación con el control. C) Análisis de qPCR a partir de ARN total de metacestodos (MTC) incubados durante 

24 h bajo condiciones control (Co) o tratados con glucagón (Gcg). Asterisco (*) indica diferencia estadísticamente significativa 

(p<0.05). 

 



Perla S. Negro, 2022 – Tesis Doctoral 

63 

 

 

Figura 31. Captación de glucosa bajo el tratamiento con glucagón en el tegumento sincicial de protoescólices. Se indica 

con flechas los corpúsculos calcáreos (CC) que captan glucosa desde el medio extracelular y la evidente conexión 

citoplasmática de los mismos con el tegumento (tg) del parásito. A) Microscopía de transmisión B) Confocal en presencia de 

2-NBDG y 0,05 μg/ml de glucagón. 
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Figura 32. Cambios metabólicos inducidos por glucagón en metacestodos de E. granulosus. A partir de células germinales 

de metacestodos en cultivo con 5 mM de glucosa externa tanto en condiciones control (Co) como en presencia de 0,05 μg/ml 

glucagón (Gcg), se determinó el contenido de glucosa libre (A), la acumulación de glucógeno (B), se estimó la tasa 

fermentativa en función de la actividad de LDH (C), y el contenido de lípidos neutros (D), Los valores se expresan como media 

± error estándar de la media. *Diferencia estadísticamente significativa (p < 0,05). 

 

5.2.3. Efectos de la insulina y el glucagón exógenos en la expresión génica de las enzimas del metabolismo 

intermediario, la actividad mitocondrial y el flujo glucolítico en metacestodos y protoescólices. 

 

Aunque aún no se ha demostrado que la gluconeogénesis (biosíntesis de novo de glucosa) tiene lugar en 

Echinococcus sp., está aceptado que esta vía podría ser activa en el parásito dada la expresión de los genes que 

codifican a las enzimas claves del proceso (Parkinson et al., 2012). En la Figura 33 se muestra el aumento 

significativo de los niveles de ARNm, en presencia de insulina y glucagón, de tres genes que codifican para 

enzimas que participarían en la gluconeogénesis, tales como la fructosa-1,6-bisfosfatasa (Eg-f1,6bp), la fosfoenol-

piruvato carboxiquinasa (Eg-pepck, que también participa en la degradación fermentativa de la glucosa) y la 

glucosa-6-fosfatasa (Eg-g6p) en el estadio larvario.  

Posteriormente fue determinado el estado funcional de las mitocondrias, el cual contribuye al consecuente 

aporte de ATP y de metabolitos del ciclo de Krebs. Utilizando la sonda JC-1 en protoescólices vivos tratados con 

ambas hormonas, fue evaluado el cambio de potencial de la membrana mitocondrial (ΔΨm). JC-1 es un compuesto 

fluorescente con carga positiva, que ingresa selectivamente en las mitocondrias y que cambia su estado de 

polimerización en forma reversible cuando aumenta el Ψm. En las mitocondrias normales, con alto Ψm, JC-1 se 

acumula en forma de agregados con fluorescencia roja, mientras que en las mitocondrias inactivas, con bajo Ψm,  

permanece en la forma monomérica exhibiendo fluorescencia verde (Reers et al., 1991, Figura 34C). En 

protoescólices tratados con insulina y glucagón la relación de fluorescencia roja/verde de JC-1 fue de 2,8 ± 0,5 y 
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4,4 ± 0,5 respectivamente, registrándose un aumento del Ψm en presencia de ambas hormonas respecto de parásitos 

control (relación de fluorescencia roja/verde de 1,9 ± 0,7), siendo estadísticamente significativa esta relación en 

mitocondrias expuestas al glucagón (Figura 34A-B). Los efectos de la insulina se corresponden con la activación 

celular en el polo opuesto al escólex, donde comienzan los eventos de de-diferenciación evidentes en el desarrollo 

vesicular de protoescólices a metacestodos (Loos et al., 2015). Finalmente, la tasa de flujo glucolítico fue calculada 

en metacestodos en función de la incorporación/metabolización de glucosa y la producción de lactato intraquística. 

Las determinaciones fluorométricas con 2-NBDG fueron realizadas a diferentes tiempos de metabolización de la 

hexosa acompañada de la determinación de lactato en el líquido hidatídico (TeSlaa y Teitell, 2014). Los resultados 

muestran que en presencia de insulina, la tasa de glucólisis fue significativamente mayor respecto de los parásitos 

control y tratados con glucagón, siendo en estos últimos comparable el consumo de glucosa (Figura 35).  

                   

Figura 33. Análisis de la expresión de genes mediante RT-PCR (A-B) y qPCR (C-D) a partir de ARN total de metacestodos 

(A y C, MTC) y protoescólices (B y D, PTS) en condiciones control (Co) y tratados con 0.1 uI/ml de insulina (Ins) y 0,05 

μg/ml de glucagón (Gcg) durante 24 h. La amplificación de Eg-actina I (Eg-actI) se usó como control de carga. Los tamaños 

moleculares de los amplicones se encuentran indicados entre A y B.  Los tamaños moleculares de los amplicones se indican 

mediante puntas de flecha. Asteriscos (***) indican diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 
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Figura 34. Actividad mitocondrial estimada con la sonda JC-1 a partir de protoescólices de E. granulosus. A, Parásitos 

control y tratados con insulina o glucagón (2 h) fueron incubados con 10 μg/ml del colorante JC-1 (30 min), lavados (Hepes 

20 mM, pH 7,2) y fotografiados con el microscopio confocal (Nikon Eclipse C1 Plus). Rojo y verde (JC-1, mitocondrias 

activas e inactivas, respectivamente), núcleos (azul, DAPI). Barras 50 µm. Cono rostelar (cr), Ventosa (ve), Protonefridio (p), 

Corpúsculos calcáreos (cabezas de flecha). B, Relación de intensidades de fluorescencia roja (longitudes de onda de 

excitación/emisión = 485/590, mitocondrias activas) y verde (longitudes de onda de excitación/emisión = 485/538, 

mitocondrias despolarizadas) analizadas para 5 protoescólices de cada muestra. La relación de fluorescencia roja/verde fue 

calculada utilizando el software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). (B). C. Conceptualización de los cambios de 

fluorescencia emitidos por la sonda JC-1.  
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Figura 35. Tasa de flujo glucolítico representada en función de la incorporación/metabolización de glucosa y la liberación de 

lactato en metacestodes de E. granulosus. Representación del consumo de glucosa en función de la detección fluorométrica 

de glucosa en presencia de 2-NBDG y la conversión a lactato. Las determinaciones fluorométricas con 2-NBDG fueron 

realizadas a diferentes tiempos de metabolización de la hexosa previa incorporación de la sonda durante 2 h a 37°C.  Las 

condiciones de análisis fueron realizadas en protoescólices control (Co, M199 con 5 mM de glucosa y 500 μM de 2-NBDG), 

en presencia de 0,1 U/ml de insulina (Ins) y 0,05μg/ml de glucagón (Gcg). Asterisco (*) indica diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.05). 

 

5.3. DISCUSION 
 

En la evolución sólo fueron identificados péptidos similares al glucagón en Branchiostoma (pez 

cefalocordado) y Ciona (urocordado marino), ambos en la base de la radiación de los vertebrados, sin encontrarse 

genes candidatos de estos péptidos en ambulacrarios ni lofotrochozoos, incluyendo entre estos últimos a los 

gusanos planos (Mirabeau y Joly, 2013; Elphick et al., 2018). En tal sentido, para comprender la evolución de los 

sistemas de señalización hormona-receptor es imprescindible incluir a los sistemas experimentales en 

invertebrados (Elphick et al., 2018). Como está descripto en nematodos de vida libre e insectos, los niveles 

circulantes de glucosa están regulados por la acción de péptidos similares a la insulina (DILPs) que promueven la 

absorción de glucosa, y análogos al glucagón, que conllevan a la movilización del monosacárido (Song et al., 

2018). En estos invertebrados, la hormona adipoquinétina (AKH) se considera funcionalmente relacionada al 

glucagón de los vertebrados (Lee et al., 2004). En Drosophila, la liberación de AKH (por parte de células 

neuroendocrinas del cuerpo cardíaco) promueve la movilización del glucógeno y de la grasa del cuerpo graso 

(equivalente al hígado y tejido adiposo de los mamíferos) (Kim y Rulifson, 2004; Hentze et al., 2015). 

Recientemente se ha descripto como el sistema nervioso de Drosophila posee neuronas cuyos axones se bifurcan 

y se proyectan a las células productoras de los péptidos DILP y AKH, en respuesta a cambios en el estado 

energético del organismo, similar a lo descripto en vertebrados (Oh et al., 2019). Los resultados presentados en el 

capítulo 1 y 2 de esta Tesis Doctoral permiten interpretar en el estadio larvario de E. granulosus, la acción integrada 

de la insulina y glucagón liberados en los hospedadores mamíferos, dado que el parásito expresa receptores y vías 
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de transducción de señales intracelulares sensibles a estas hormonas, contribuyendo a modificar el nivel de glucosa 

libre y provocando inducción metabólica en ambos casos.  

Durante la publicación de los genomas de Echinococcus sp. fueron reconocidos 76 receptores acoplados 

a la proteína G (GPCR) (Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013). Uno de estos receptores fue identificado como un 

putativo receptor para glucagón (Eg-GCGR, Figura 30), ortólogo al GCGR de mamíferos, el cual preserva 

dominios estructurales y aminoácidos claves conservados a través de la evolución capaces de interaccionar con el 

glucagón e iniciar una señalización celular seguramente similar a otros metazoos. En la misma línea de evidencias, 

en el genoma del parásito, también fueron identificados los genes que expresan a las enzimas que pertenecen a la 

vía de transducción del glucagón: tres genes de adenilato ciclasa y un gen para la PKA, fundamental en la 

señalización de la hormona.  

En Echinococcus sp., la glucosa activamente absorbida por el tegumento del parásito, es convertida en 

glucógeno y/o metabolizada directamente por la vía glucolítica, por fermentación homoláctica y por dismutación 

málica (Figura 13). Como ha sido descripto previamente en otros tipos celulares, es evidente que el glucagón 

exógeno en metacestodos en cultivo, reduce la captación de glucosa y su tasa de metabolización por glucólisis 

(Figs 31Ac-d-k-l, 31C, 36) (Ui et al., 1973; Müller et al., 2017). Sin embargo, en la larva propiamente dicha, los 

efectos de la hormona permiten la captación de glucosa desde el tegumento y la activación del metabolismo en los 

corpúsculos calcáreos (Figura 32). Es conocido que, en línea con lograr la homeostasis de energía, el glucagón 

induce autofagia y aumenta el número de lisosomas (Kanasaki et al., 2019). En este sentido, el glucagón también 

contrapone su actividad a la de la insulina, la cual inhibe la autofagia al activar a TOR (Figura 14). En esta Tesis 

demostramos como la insulina del hospedador activa a Eg-TOR (Figura 28) y, por ende, inhibiría la autofagia 

como ha sido demostrado en nuestro grupo de trabajo (Loos et al., 2018; Loos et al., 2020a; 2020b). Pero también 

queda claramente demostrado que, en células que tienen inducida la autofagia como los corpúsculos calcáreos 

(Loos et al., 2014) (Figura 12), el glucagón podría activar su metabolismo posiblemente a través de la inducción 

de la autofagia (Figura 35).  

Como en otros helmintos parásitos, Echinococcus sp. basa su actividad metabólica en el almacenamiento 

de glucógeno a expensas de la eficiente captación de glucosa en continua competencia con el microambiente 

celular del hospedador (McManus y Smyth, 1982). El metabolismo del glucógeno en diferentes células del parásito 

está regulado por la glucógeno-sintasa y la glucógeno-fosforilasa que catalizan su biosíntesis y su degradación, 

respectivamente (Sarciron et al., 1988; Tandon et al., 2003). Como en otros metazoos, estas dos enzimas presentan 

formas activas e inactivas interconvertidas por fosforilación y desfosforilación (Nelson et al., 2000). Precisamente, 

PKA que se activa en presencia de glucagón, induce la fosforilación e inactivación de la glucógeno-sintasa, 

frenando la síntesis de glucógeno; pero también la fosforilación y activación de la glucógeno-fosforilasa, 

promoviendo la degradación del polisacárido y la liberación de glucosa-6-fosfato. Esta última se convierte en 

glucosa por acción de la glucosa-6 fosfatasa (G6Pasa) y PEP-carboxiquinasa (PEPCK), las cuales aumentan su 

expresión y actividad a expensas del glucagón (Vidal-Puig y O’Rahilly, 2001; Müller et al., 2017). En forma 
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semejante a lo descripto, el glucagón en el parásito promovería la glucógenolisis (Figura 33B) y el aumento de 

ARNm de la G6Pasa y PEPCK (Figura 34) potencialmente involucradas en la gluconeogénesis.  

En presencia de glucagón se registraron efectos antagónicos con la insulina exógena en relación con el 

contenido de glucógeno, con los niveles de glucosa libre y en el flujo glucolítico en el parásito (Figuras 26 y 36). 

Mientras que en respuesta al glucagón se indujo glucógenolisis y activación mitocondrial en los corpúsculos 

calcáreos, en presencia de insulina se evidenció acumulación de glucógeno (por acción sobre la glucógeno-sintasa 

y glucógeno-fosforilasa, inversa a la ejercida por el glucagón) y activación de la vía AKT-TOR potenciando 

reacciones de biosíntesis de macromoléculas celulares. Bajo el efecto de la insulina se registró un aumento en la 

expresión de los Eg-GLUTs (Figuras 24-26A), que conllevó a un incremento en la absorción de glucosa, la cual 

fue convertida en glucógeno (Figura 26B) y metabolizada por un aumento en la glucólisis (Figura 36) (Agosin y 

Repetto, 1961; McManus y Smyth, 1982), en la fermentación a lactato (Figura 26C) y en la dismutación málica 

(a través de la fijación de CO2) a expensas de la PEPCK (Figura 34) (Das, et al., 2004; 2013). Concomitantemente, 

el nivel de acumulación de glucosa intraquística fue máximo en presencia de insulina y cercano a 12,5 mM, 

aproximadamente diez veces superior al descripto en metacestodes control (1,4 mM), el cual a su vez está en el 

mismo rango de valores reportados por otros autores para quistes murinos (Jeffs y Arme, 1988). Por lo tanto, se 

deduce que la insulina a expensas de aumentar notablemente la captura de glucosa, potencia tanto la acumulación 

de glucógeno como la de glucosa, manteniendo además alta la tasa glucolítica para producir ATP y sostener otras 

reacciones anabólicas como la biosíntesis de gotas lipídicas y proteínas en el parásito (Figura 36). Esta es 

precisamente la acción de la insulina en metazoos, responsable del control de los procesos de transporte de glucosa 

y de regular las actividades de las enzimas involucradas en la glucólisis y biosíntesis de glucógeno entre otras 

importantes del anabolismo y proliferación celular (Figura 28) (Saltiel, 2021). 

Finalmente, las mitocondrias son fundamentales para la generación de ATP a partir de diversas fuentes de 

carbono, siendo los carbohidratos los principales sustratos degradados en Echinococcus sp. (Ritler et al., 2019). 

En presencia de glucagón y utilizando la sonda JC-1, fue constatado el aumento del Ψm en protoescólices. Fue 

especialmente evidente este incremento del Ψm en los corpúsculos calcáreos, células biomineralizadas que 

concentran calcio en su citoplasma y que activan su matriz mitocondrial en presencia de glucagón como está 

descripto para otros tipos de células (Figura 35) (Boyman et al., 2020). Este notorio aumento de la actividad 

mitocondrial en los corpúsculos calcáreos, se correlaciona con la alta tasa de autofagia a la que están sometidas 

estas células, con función metabólica activa en los cestodos. Como fue descripto en hepatocitos aislados, el 

glucagón aumentó la actividad mitocondrial al inducir la frecuencia respiratoria, el consumo de oxígeno y la 

fosforilación oxidativa en respuesta a una movilización de iones calcio y acumulación de nucleótidos de adenina 

en forma de AMP, ADP y ATP (Aprille et al., 1982; Amigo et al., 2013). El aumento en la concentración de calcio 

mitocondrial es importante para la activación de las deshidrogenasas mitocondriales y la regulación de la 

respiración, fenómeno que estaría garantizado en los corpúsculos calcáreos. Los resultados de este capítulo se 

resumen en la Figura 37. 
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Figura 37. Vía de transducción de señales de insulina y glucagón exógenos en E. granulosus. 

 

Hace más de 5 décadas se ha descripto la abundancia de células endocrinas que se asemejaban a las células 

α pancreáticas en la mucosa oxíntica e intestinal de cánidos (Orci et al., 1968, Sundler et al., 1976). Posteriormente 

fue detectada la secreción de glucagón “verdadero” en cantidades apreciables por parte de estas células 

gastrointestinales (Lefebvre y Luyckx 1980), confirmándose este hecho recientemente en casi todos los mamíferos 

estudiados (Lund et al., 2016). Por lo tanto, resultaría válido sugerir que en el intestino de cánidos en presencia de 

glucagón y péptidos tipo secretinas, se podría estimular la activación metabólica de los protoescólices durante el 

desarrollo del gusano adulto. Ese momento, es en el que los corpúsculos calcáreos dejan de ser evidentes como 

células refringentes porque incrementan su metabolismo a expensas de la captura de glucosa (conectados mediante 

prolongaciones citoplasmáticas con el tegumento) (Figura 32) y de la activación de sus mitocondrias (Figura 35), 

movilizando su contenido inorgánico (pirofosfato inorgánico y calcio) (Loos et al., 2014) para someterse a un 

proceso de diferenciación celular que sobrelleva con la generación de un cestodo adulto.  De esta forma el parásito 

respondería a las hormonas enteropancreáticas del hospedador, las cuales podrían promover la homeostasis de la 

glucosa del parásito, pudiendo el glucagón ser requerido para el desarrollo estrobilar de la echinococcosis en 

cánidos, y la insulina preferentemente aprovechada durante el desarrollo vesicular en el establecimiento de la 

equinococosis secundaria a partir del estadio larvario del parásito en hospederos herbívoros y omnívoros. 

Está descripto que las diferencias en la composición de la dieta de los mamíferos potenciales hospederos 

de Echinococcus sp., pueden reflejar cambios en la señalización a través de las hormonas gastrointestinales que 

regulan varios procesos que van desde la absorción de nutrientes, la homeostasis de lípidos y glucosa y la ingesta 
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de alimentos (Irwin, 2021). Como la obtención de glucosa de la dieta no es un proceso regulado, puede conducir 

a niveles elevados del azúcar en sangre, casi exclusivamente, si la dieta es alta en carbohidratos. En general, las 

dietas de los herbívoros son ricas en hidratos de carbono y las dietas carnívoras son ricas en proteínas y ácidos 

grasos. En este punto, evolutivamente la dieta parece haber influido en la pérdida de algunos genes involucrados 

en el metabolismo de la glucosa. Tal es el caso de la pérdida del gen de la proteína reguladora de la glucoquinasa 

en mamíferos que no consumen carbohidratos (Irwin y Tan, 2014), como también la pérdida de genes que codifican 

para péptidos similares a la insulina (Insl5) en algunos linajes plenamente carnívoros como los felinos (Verbrugghe 

et al., 2012; Hecker et al., 2019). 

Entre las especies que carecen de la actividad de la glucoquinasa hepática también están los rumiantes 

(vacas y ovejas), los cuales fermentan el material vegetal para generar ácidos grasos de cadena corta de donde 

obtienen casi todas sus necesidades energéticas (Aschenbach et al., 2011), sin depender de la glucosa de la dieta. 

Otros herbívoros, que también participan entre los hospederos intermediarios, son los ramoneadores o pastores 

continuos que pasan muchas horas al día alimentándose (12–20 h para caballos, 12–18 h para elefantes, 6–12 h 

para cabras) y en los que la secreción pancreática es constantemente baja. A diferencia de los herbívoros, los 

carnívoros generalmente se alimentan a intervalos irregulares y secretan grandes cantidades de jugo pancreático 

durante una comida, por lo tanto, en ellos se registró la pérdida del par hormona estimulante del apetito-receptor, 

INSL5 (hormona)–RXFP4 (receptor). Es más, la hormona INSL5 regula la producción de glucosa en el hígado, y 

la pérdida de ambos genes en los carnívoros también puede estar relacionado con la baja incorporación de los 

carbohidratos en su dieta. Es por ello que, para mantener suficientes niveles de glucosa, los carnívoros como los 

felinos y los visones exhiben gluconeogénesis constante (Irwin, 2021). En el caso de los omnívoros, la detección 

de glucosa requiere una red de proteínas hepatocelulares que interactúan para iniciar las respuestas metabólicas 

apropiadas. En ayunas, cuando las concentraciones de glucosa e insulina en sangre son basales, la relación 

glucagón/insulina favorece la producción de glucosa hepática por medio del glucagón. Después de la ingestión de 

una comida, la combinación de la elevada de glucosa portal y el aumento de la relación insulina/glucagón, 

promueve la captación hepática de glucosa a través de la estimulación de la glucoquinasa y, simultáneamente, se 

reduce la glucosa hepática y se altera la expresión de genes que la metabolizan.  
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Capítulo 3 

El octreotide y la metformina interfieren el eje Insulina-AKT-AMPK-TOR, 

inducen autofagia y resultan fármacos antiechinococcósicos  

en el estadio larvario de E. granulosus. 

 
 

6.1. INTRODUCCIÓN 

 

Varios de los mecanismos de señalización para la inducción de la autofagia están conservados en eucariota 

e involucran a las proteínas TOR y AMPK, quinasas claves en regular este proceso catabólico (Klionsky et al., 

2021). TOR es una serina/treonina quinasa que actúa como sensor nutricional, la cual forma parte del complejo 

multiproteico TORC1, y en presencia de nutrientes, se encarga de promover el crecimiento y la proliferación 

celular e inhibir la autofagia (Cumino et al., 2010). En este proceso, la actividad de TORC1 resulta de la interacción 

de dos vías opuestas: por un lado, la vía de AKT que señala la disponibilidad de nutrientes y/o la presencia de 

factores de crecimiento como la insulina, y por el otro, la vía de AMPK (AMP-activated protein kinase) que da 

cuenta del estado de energía celular (Hardie, 2008) (Figura 38). AMPK es una quinasa trimérica (subunidades α, 

β y γ) que actúa como sensor de la energía activándose cuando los niveles de ATP son bajos, la cual regula 

negativamente a TOR y activa la autofagia bajo limitación de nutrientes (Mihaylova y Shaw, 2011; Loos et al., 

2015; Loos et al., 2018). Se ha sugerido que la vía de señalización de AMPK representa un mecanismo para 

responder a la fluctuación de los niveles de glucosa, que parece haber evolucionado mucho antes que la vía de 

señalización de la insulina, sólo presente en organismos multicelulares (Lin y Hardie, 2018). Debido a su papel 

ancestral en la respuesta al estado energético de la célula y del organismo, la AMPK resultaría altamente relevante 

para el estadio larvario de helmintos, los cuales ajustan su metabolismo a una tasa baja de recambio de ATP (Xie 

y Roy, 2012). Por lo tanto, la compresión de la naturaleza de los diferentes mecanismos reguladores de la energía 

en estos parásitos representa una base sólida para elegir blancos adecuados para nuevos agentes 

quimioterapéuticos. 

Se demostró en Echinococcus sp. que la activación farmacológica crónica de AMPK en presencia de 

metformina, un fármaco antihiperglucémico y antiproliferativo, induce una considerable acción 

antiechinococcósica in vitro e in vivo contra metacestodos de E. granulosus y E. multilocularis (Loos et al., 2015; 

2017; 2020a), afectando la señalización celular que vincula a esta proteína con TOR y la autofagia (Loos et al., 

2018; 2020a; 2020b) (Figura 38). Los efectos antiproliferativos podrían deberse a que AMPK inhibe directamente 

a Raptor, un regulador positivo de TOR en el complejo TORC1, involucrado en la proliferación celular (Gwinn et 

al., 2008) (Figura 38). Además, metformina activando a la AMPK, se opondría al efecto Warburg (o glucólisis 
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aeróbica), que llevan a cabo las células germinales de los metacestodos para hacer frente a la alta demanda de 

energía y metabolitos cuando el suministro de oxígeno es limitado (Parkinson et al., 2012). Como ocurre en otros 

tipos celulares y dado que AMPK regula negativamente las vías anabólicas, la metformina desencadenó un 

mecanismo citostático deteniendo el crecimiento celular en el estadio larvario de Echinococcus sp. (Loos y 

Cumino, 2015; Loos et al., 2020a). En este capítulo analizamos los efectos provocados por la metformina, sobre 

el metabolismo del carbono en metacestodos para comprender el mecanismo antihelmíntico de esta biguanida. 

Por otro lado, se ha descripto que, los análogos de somatostatina, como el octreotide, inhiben eficazmente 

la vía PI3K/AKT, mejorando los efectos antiproliferativos de la rapamicina, un inhibidor natural de TOR (Cerovac 

et al., 2010; Graillon et al., 2017). Por lo que resultará un objetivo atractivo en la intervención terapéutica contra 

Echinococcus sp., la interferencia de las vías PI3K/AKT/TOR (con octreotide), y AMPK/TOR (con metformina), 

las cuales desempeñan un rol fundamental en la proliferación, crecimiento, metabolismo y supervivencia del 

parásito (Cumino et al., 2010; Hemer et al., 2014; Loos et al., 2014; 2018). En este capítulo mostramos evidencias 

de los mecanismos de acción de estos dos fármacos en E. granulosus. 

 

Figura 38. Regulación a través de Insulina y Metformina del eje PI3K/AKT/TOR y AMPK/TOR. El complejo TOR 1(TORC1), constituido 

por TOR y raptor, coordina procesos celulares diversos, tales como la proliferación, el crecimiento celular y la autofagia.  Los factores de 

crecimiento (insulina) regulan positivamente a TORC1 vía PI3K-AKT. El octreotide desactiva la vía PI3K/AKt/TORC1 por inhibición de 

Akt. Un estado de deprivación de energía en presencia de metformina regula negativamente a TORC1 vía AMPK. 

 

Entre las principales hormonas que regulan la homeostasis de la glucosa en los potenciales hospedadores 

de la echinococcosis, queda analizar a la somatostatina (SST). La SST es un tetradecapéptido producido 

principalmente en las células D del antro y del duodeno (65%), en el cerebro (25%) y en las células δ pancreáticas 

(5%), que inhibe la liberación de la insulina, glucagón, gastrina, hormona del crecimiento (GrH o somatotropina), 

enzimas digestivas y neuropéptidos (Müller et al., 2017).  Esta hormona también es conocida como el factor 
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inhibidor de la liberación de la somatotropina y se identificó por primera vez en 1973 en el hipotálamo (Kumar y 

Singh, 2020). En el tracto gastrointestinal de mamíferos, diversas funciones son reguladas por la SST, la cual 

controla la liberación de ácido gástrico mediante un mecanismo de retroalimentación negativa en respuesta a 

proteínas, grasas y carbohidratos de la dieta (Kumar y Singh, 2020).  

La acción de la SST está mediada en mamíferos a través de cinco receptores específicos (SSTR1-5), los 

cuales pertenecen a la familia de los receptores acoplados a la proteína G (GPCR) que poseen siete regiones 

transmembrana (TM1-7) con secuencias conservadas en la cara citoplasmática del TM3 y TM7 (motivos DRY y 

YANSCANPI/VLY, respectivamente) (Patel y Srikant, 1997). La unión del ligando a los SSTRs desencadena la 

inhibición de la adenilato-ciclasa, lo que conlleva a la reducción de AMPc y a la disminución en la secreción 

endócrina y exócrina, y a la inhibición de la PI3K y las MAPKs, lo que induce efectos inhibitorios del crecimiento 

y la proliferación celular (Theodoropoulou y Stalla, 2013; Müller et al. 2017). La SST de mamíferos es ortóloga 

en invertebrados a los péptidos denominados alatostatinas de tipo C (AstC), neuropéptidos que inhiben la 

biosíntesis de hormonas juveniles en artrópodos y modulan el comportamiento de alimentación. La AstC se aisló 

por primera vez de Manduca sexta, y a través de análisis bioinformáticos se infiere que estos péptidos y sus 

receptores específicos estarían presentes en otros invertebrados del superfilo Lophotrochozoa (anélidos, moluscos 

y braquiópodos) (Jiang et al., 2022). 

Un análogo estructural sintético de la SST es el octreotide (OCT), un octapéptido (Phe-Cys-Phe-Trp-Lys-

Thr-Cys-Thr) con mayor tiempo de vida media que la hormona endógena, y por lo tanto con acciones 

farmacológicas más prolongadas. Este fármaco ejerce efectos anti-proliferativos y anti-secretorios sobre varias 

líneas celulares de cáncer que expresan particularmente SSTR2, SSTR5 y SSTR3 (Olias et al., 2004). El octreotide 

se utiliza clínicamente para el tratamiento de la acromegalia, la enfermedad de Cushing, tumores neuroendócrinos 

metastásicos y actualmente está propuesto para el tratamiento de la obesidad por el control que ejerce sobre la 

liberación de insulina y glucagón (Enghish e Irwin, 2019; Kumar y Singh, 2020). Estudios previos han reportado 

que la SST y el octreotide tienen actividad farmacológica in vitro contra las planarias, S. mansoni y recientemente 

demostramos el efecto antiechinococcósico en E. granulosus (Bautz y Schilt, 1986; Chatterjee et al., 2007; Tesis 

Doctoral Loos J., 2017 y esta Tesis Doctoral). Por lo tanto, en este capítulo el objetivo fue identificar un posible 

receptor para SST, en base a la reducción en la vitalidad in vitro del parásito comprobada durante el tratamiento 

con octreotide, verificando los posibles mecanismos de acción del mismo en Echinococcus sp.  

   

6.2. RESULTADOS 

 

6.2.1. Análisis in silico y estudio de la expresión génica de un receptor putativo de somatostatina/alatostatina 

en E. granulosus 

 

Para evaluar la existencia de posibles receptores de unión a octreotide, se investigó la presencia de 

miembros de la familia SSTR en E. granulosus. Las búsquedas mediante BLAST en el genoma del parásito 
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revelaron tres posibles genes (GeneDB EgrG_00077100, EgrG_000954500 y EgrG_001059900) que codificarían 

receptores de somatostatina/alatostatina C. De ellos, el gen EgrG_00077100 codificaría para una proteína de 417 

aminoácidos (GenBank XP_024350914) con la mayor identidad de secuencia (~ 51%) con los ortólogos de Homo 

sapiens. Se denominó a este gen Eg-s/ast-r, el cual podría codificar para el receptor de somatostatina/alatostatina 

buscado en E. granulosus. Este receptor también mostró 38-57 % y 41% de identidad de aminoácidos con el 

receptor de alatostatina A de Drosophila melanogaster (NP_726877.2) y de Clonorchis sinensis (GAA40600), 

respectivamente. Dicho receptor pertenecería a la familia de los GPCR de tipo rodopsina γ, el cual posee 7 regiones 

de transmembrana helicoidales tipo α y conserva secuencias importantes para el mantenimiento de la estructura 

terciaria. Entre éstas podemos citar la presencia de cisteínas claves (Cys=C) en la formación de puentes disulfuro 

en los bucles extracelulares del receptor comprometidos en la interacción con el octreotide, y motivos específicos 

en el TM 7 (Figura 39A) (Chatterjee et al., 2002, Kreienkamp, 2002; Olias et al., 2004; Alzugaray et al., 2016). 

Además, se estudió la expresión transcripcional del gen Eg-s/ast-r mediante RT-PCR a partir de ARN total de 

protoescólices y metacestodos, demostrándose su expresión basal y constitutiva en el estadio larvario del parásito 

(Figura 39B).  
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Figura 39. Análisis de secuencia y expresión del receptor de somatostatina/alatostatina de E. granulosus (Eg-s/ast-r). (A) Alineamiento 

múltiple de secuencias de proteínas SSTR de H. sapiens con la capacidad de unir al octreotide y el receptor de alatostatina de D. 

melanogaster (Dm-ast-r). El consenso se indica en la última línea, total (letra mayúscula), parcial (letra minúscula), cambios conservativos 

(asterisco), ausencia de consenso (puntos) y espacios introducidos para maximizar el alineamiento (guiones). Las regiones de 

transmembrana de tipo hélice α están indicadas desde TM1 al TM7 (recuadros), también se indican las secuencias para el mantenimiento 

de la estructura terciaria (cajas grises) y dos residuos cisteínas (Cys=C) involucrados en un puente disulfuro extracelular (flechas). Se 

muestran tanto las secuencias específicas de los SSTRs en el TM 7 (caja color rojo) como los supuestos sitios de fosforilación conservados 

para PKA/C (círculo negro). Los números de acceso de GenBank son: Hs, Homo sapiens (SSTR2: NP_001041; SSTR3:NP_001042 y 

SSTR5:NP_001166031); Dm, Drosophila melanogaster (NP_726877.2); Eg, Echinococcus granulosus (XP_024350914.1). (B) Análisis 

de expresión génica determinado por RT-PCR a partir de ARN total de protoescólices (PTS) y metacestodos (MTC) en condiciones control. 

La amplificación del gen que codifica para actina [Eg-act I - GenBank L07773-] se usó como control de carga. Los tamaños moleculares 

de los amplicones se indican con puntas de flecha. Eg-s/ast-r: gen del receptor de tipo somatostatina/alatostatina es amplificado con 

oligonucléotidos específicos indicados en Materiales y Métodos dando un amplicón de 440 pares de bases. 
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6.2.2. El octreotide aumentó la expresión de Eg-Atg8, proteína clave en la inducción de la autofagia en el 

estadio larvario 

 

Para evidenciar los potenciales efectos del octreotide en el parásito, analizamos la inducción de autofagia, 

dado los antecedentes que posee la droga para promover la inhibición indirecta de TOR. Mediante qPCR, se 

detectó que los niveles de transcripción de Eg-atg8 aumentaron tres veces en relación con los controles, tanto en 

protoescólices como en metacestodes tratados con 10 μM de octreotide (concentración a partir de la cual el sistema 

protoscolex- metacestodo demostró poseer efectos farmacólogicos, Figura 40A). También por medio de ensayos 

de inmunolocalización in situ, se constató el aumento en la expresión de la proteína Eg-Atg8 (Figura 40B). En 

metacestodos control (Figura 40Ca-d) y tratados con octreotide (Figura 40Ce-h), Eg-Atg8 se detectó en forma 

difusa y puntiforme, pero en presencia de la droga mostró mayor señal de fluorescencia y aumento en la cantidad 

de estructuras punteadas compatibles con el incremento en el número de autofagosomas debido a la inducción de 

autofagia.  

 

6.2.3. La metformina promovió el catabolismo de carbohidratos y el cambio en la partición de carbono en 

E. granulosus 

 

Considerando que este grupo de investigación ha reportado como la metformina activa el consumo de 

glucosa en el parásito (Loos et al., 2015), se estimó la distribución del glucógeno como depósito insoluble de 

glucosa en experimentos de captación/acumulación de 2-NBDG durante 4 h. En la Figura 41A y 41C se muestran 

imágenes representativas del 2-NBDG acumulado en forma de glucógeno en metacestodos y protoescólices in 

vitro. En ambos casos, la intensidad de fluorescencia derivada de la sonda, disminuyó después del tratamiento con 

metformina (Figura 41Ac-d, B, Cc-d y D). En los metacestodos, la señal fluorescente se evidenció en las escasas 

células de almacenamiento del polisacárido, caracterizadas por un citoplasma grande con depósitos de glucógeno 

en forma de gránulos (GSC, Figura 41Ab y d). 
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Figura 40. Activación de la autofagia en presencia de octreotide en el parásito. (A) Representación esquemática de la detección de 

estructuras autofágica mediante inmunohistoquímica con anticuerpos anti-Atg8. (B) Análisis por PCR cuantitativa a partir de ARN total de 

protoescólices (PTS) y metacestodos (MTC) para estimar la expresión del gen Eg-atg8 incubados durante 72 h en condiciones de control 

(Co) o tratados con 10 µM de octreotide (Oct). La amplificación del gen de actina (Eg-act) se utilizó como gen de referencia en ambas 

formas larvarias para normalizar la expresión del gen de interés. Los resultados se expresan como el valor medio ± desviación standard de 

tres experimentos independientes. *Diferencia estadísticamente significativa (P < 0,05) en comparación con el control. (C) Cuantificación 

de la fluorescencia verde producto de la expresión de la proteína Eg-Atg8 de las imágenes de microscopía confocal mostradas en (D), 

relativizada a la fluorescencia roja correspondientes a los núcleos celulares. (D) Imágenes confocales de ensayos de inmunolocalización in 

situ de la proteína Eg-Atg8 expresada en metacestodes revelado con un anticuerpo primario anti-Atg8 y un secundario conjugado con Alexa 

488 -fluorescencia verde- y contrateñido con ioduro de propidio para tinción de núcleos celulares -fluorescencia roja-. Metacestodes control 

(a-d) y tratados con 10 µM de octreotide (e-h). La expresión citoplasmática se observa en verde. La expresión nuclear se observa en 

amarillo/naranja, correspondiente a las fluorescencias combinadas (puntas de flecha). Las imágenes insertas (en a, c, e y g) corresponden a 

microscopía de transmisión; las áreas enmarcadas con un recuadro amarillo se muestran amplificadas en las imágenes de la derecha (b, d, f 

y h). Las barras corresponden a 30 μm. 
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Figura 41. Detección de glucógeno fluorescente en parásitos control y tratados con 1 mM de metformina. (A) Imágenes confocales 

representativas que muestran la retención de 2-NBDG identificando el glucógeno en metacestodos en condiciones de control (a-b) y con la 

droga (c-d). GSC: células que almacenan glucógeno, GeC células germinales. Barras indican 30 µm. (B y D) Gráficos que muestran la 

intensidad de fluorescencia medida en parásitos de control (Co) y tratados con Met por Image J Software. Los valores se expresan como 

media ± error estándar. * Diferencia estadísticamente significativa (p<0,05). (C) Imágenes confocales representativas que muestran el 

contenido de glucógeno en protoescólices incubados en condiciones de control (a-b) o tratados con 1 mM de metformina (c-d). tg: 

tegumento; cr: cono rostelar; ve: ventosas. Barras indicadas: 20 µm. 

 

Por otra parte, se determinó la concentración de glucosa, el contenido de carbohidratos solubles 

(oligosacáridos y monosacáridos) y la actividad de LDH, tanto en el líquido intraquístico como en las células 
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germinales provenientes de metacestodos control y tratados con 1 mM de metformina en un medio con 5 mM de 

glucosa exógena (equiparables a la concentración de la droga alcanzada en condiciones in vivo y a la concentración 

de glucosa sanguínea murina, respectivamente). La concentración de glucosa disminuyó tanto en el líquido 

quístico (se redujo de 68 ± 7 mg/dl en el control a 8 ± 4 mg/dl con metformina) (Figura 42B) como en las células 

germinales de los metacestodos tratados con la droga (disminuyó de 20 ± 5 mg/dl en el control a 5 ± 2 mg/dl con 

el tratamiento) (Figura 42B). Estos resultados fueron acompañados por un aumento en la actividad de LDH en 

ambos compartimentos en presencia de metformina (Figura 42A), y son consistentes con el incremento en la 

degradación del glucógeno (Figura 41A-B) y en la metabolización de la glucosa resultante mediante su 

fermentación a lactato en esta condición. Además, en presencia de metformina, la fracción de azúcares solubles 

reductores, los cuales están involucrados en diversas reacciones biológicas (y compuestos por una fracción 

mayoritaria de glucosa acompañada de fructosa, manosa, ribosa, galactosa y sus formas fosforiladas), 

disminuyeron tres veces en el líquido hidatídico (3,9 ± 2 nmoles/µl en el control frente a 0,8 ± 0,5 nmoles/µl con 

metformina) y en las células germinales (1,5 ± 0,5 nmoles/µl en el control comparado a 0,5 ± 0,4 nmoles/µl con 

la droga) (Figura 42C). También se determinaron mediante reacciones enzimáticas, los azúcares solubles no 

reductores, como la sacarosa y la trehalosa, disacáridos estables con excelentes propiedades coligativas para ser 

acumulados intracelularmente (Figura 42C). Esta fracción fue consumida en el líquido hidatídico bajo el efecto 

de la metformina, pero mostró un aumento significativo a nivel intracelular (11,5 ± 5 nmoles/µl en control versus 

17 ± 5 nmoles/µl en metformina) en presencia de la droga. Este aumento de azúcares no reductores intracelulares 

constituyó un hallazgo y una incógnita respecto a la forma en la que se interconvirtieron en las células de la capa 

germinal, dado que los resultados muestran cómo se indujo una reducción en el contenido de glucógeno y un 

consumo de los carbohidratos solubles en el líquido hidatídico disponibles para las células germinales. 

Previamente Frayha y Haddad (1980) habían detectado sacarosa y trehalosa constituyendo la fracción mayoritaria 

de azúcares solubles en células germinales de quistes ovinos y murinos, y minoritaria en el líquido hidatídico. Sin 

embargo, hasta la fecha no se han reportado determinaciones ni cambios de estas fracciones de azúcares no 

reductores en las células germinales, como tampoco fueron identificadas las enzimas involucradas en su 

biosíntesis, degradación y/o interconversión con otros carbohidratos, siendo que representan un porcentaje 

mayoritario entre los compuestos de carbono, tanto en condiciones basales como en situaciones de estrés 

farmacológico.  
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Figura 42. Cambios en el metabolismo de carbohidratos solubles inducidos por 1 mM de metformina en metacestodos de E. granulosus. 

Determinaciones intraquísticas (A-C) y determinaciones intracelulares (D-F) en condiciones control (Co) o tratados con metformina (Met) 

durante 48 h. Actividad de la Lactato- deshidrogenasa (LDH) (A y D), concentración de glucosa (B y E), concentración de carbohidratos 

solubles (C y F): A R (azúcares reductores) y A nR (azúcares no reductores). Los valores se expresan como media ± error estándar. * 

Diferencia estadísticamente significativa (p<0,05). Considerar que la fracción de A R mostrada en (C y F) incluye a la glucosa, la cual 

también es determinada específicamente mediante ensayos enzimáticos en (B y E). Las equivalencias entre las unidades de concentración 

de los gráficos B y E con C y F, corresponden a que 18 mg/dl de glucosa (en B y E) corresponde a 1mM de glucosa y es equivalente a 

expresarlo como 1 nmol/μl (en C y F). 

 

 

6.3. DISCUSION 

 

Todos los metazoos, entre ellos Echinococcus y sus hospedadores, tienen requerimiento metabólico de 

glucosa y su regulación hormonal resulta clave para su supervivencia. En mamíferos, la glucosa se produce en el 

hígado, y esta producción está regulada por la insulina y el glucagón. Concomitantemente, la glucosa, los 

aminoácidos, el glucagón y el GLP-1 estimulan la secreción de SST por parte del páncreas, mientras que ésta 

inhibe la secreción de insulina y glucagón en este mismo órgano exócrino (Müller et al., 2017). De esta manera se 

mantiene la homeostasis de glucosa a expensas de la regulación de las concentraciones plasmáticas de estas tres 

hormonas que impactan las vías de transducción de señales celulares comunes en el reino animal. En esta Tesis 
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demostramos como la insulina y el glucagón administrados en forma exógena se unen a los receptores del parásito 

e inducen cambios metabólicos, modificando sus niveles de glucógeno y de glucosa en forma directa. En este 

capítulo mostramos como el octreotide, un análogo competitivo de la SST del hospedero, inhibe in vitro el 

desarrollo parasitario (Figura. 38-40), sugiriendo la inhibición de la vía PI3K-AKT-TOR, responsable de la 

activación de la autofagia en presencia de factores de crecimiento y/o insulina (Villaume et al., 2010; Loos, Negro 

y Cumino, 2020). En nuestros experimentos, la concentración de octreotide empleada, estuvo dentro del rango 

utilizado para examinar los efectos in vitro sobre la exocitosis y la proliferación celular (Li et al., 2018; 2021). En 

comparación con los benzimidazoles, el octreotide tiene una rápida acción antiparasitaria in vitro, ya que después 

de 4 y 10 días de tratamiento, el porcentaje de mortalidad varió del 20 al 55 % para protoescólices y del 10 al 90 

% para metacestodos, respectivamente (Loos, Negro y Cumino, 2020). Aunque no se han identificado péptidos 

similares a la SST o AstC en platelmintos (Jékely, 2013), se han detectado receptores con secuencia idéntica a los 

SSTRs y a los receptores de AstC en los genomas de los metazoos bilaterales (Jékely, 2013; Elphick et al., 2018). 

Además, existe cierta evidencia bioquímica y farmacológica de la presencia de GPCR similares a SSTRs entre los 

cestodos y los trematodos (Sukhdeo et al., 1984; Chatterjee et al., 2005, 2007).  

Curiosamente, todos los GPCR identificados en los genomas de Echinococcus han sido reportados como 

posibles blancos farmacológicos (Zheng et al., 2013; Tsai et al., 2013). En este trabajo identificamos un putativo 

Eg-s/ast-r debido a su mayor identidad con SSTR humanos, que poseen afinidad por octreotide (Chatterjee et al., 

2002; Schmid y Brueggen, 2012). Eg-s/ast-r conserva la topología y los residuos involucrados en la afinidad y 

especificidad de unión al ligando descriptos en el TM3 y en el bucle entre TM6 y TM7 de los SSTRs de mamíferos 

(Kaupmann et al., 1995; Jékely, 2013) (Figura 39A). No obstante, tanto el Eg-s/ast-r como el receptor de AstC 

de Drosophila, tienen un residuo de treonina (Thr140 y Thr126, respectivamente) en reemplazo de un aspartato 

característico (Asp124) ubicado en el TM3. Esta podría ser una de las razones que explican las altas concentraciones 

de octreotide (en el rango micromolar) que se requieren para provocar respuestas en el parásito, a diferencia de 

humanos (que responden a concentraciones nanomolares). Previamente se ha reportado la expresión de Eg-s/ast-r 

en protoescólices (Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013) y en este trabajo se detectó la expresión del receptor 

también en metacestodos (Figura 39B). Se ha propuesto que durante la evolución de la señalización peptidérgica, 

la SST y la AstC constituyen un sistema ligando/receptor ortólogo, lo que sugiere una antigua co-evolución entre 

los genes del péptido y del receptor (Mirabeau y Joly, 2013; Jékely, 2013; Zhang et al., 2020, Koch et al., 2022). 

En esta línea de evidencia, se ha demostrado que las secuencias de SST y AstC conservan el motivo 

KR/NFYWF/KTF/C, y que ambas muestran similitud con la secuencia del octreotide (Jékely, 2013). De hecho, en 

este motivo de aminoácidos, los únicos cuatro residuos comunes entre el octreotide y la SST (F-W-K-T) son los 

responsables de la unión al SSTR (Chatterjee et al., 2002). Por lo tanto, se sugiere la presencia de un receptor 

promiscuo de somatostatina/alatostatina en Echinococcus sp., que podría dar cuenta de los efectos farmacológicos 

del octreotide. No se puede descartar la presencia de un posible agonista endógeno en el parásito, dado que 

recientemente se detectaron dichos péptidos entre los lophotrochozoos (Jiang et al., 2022; Koch et al., 2022).  
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Se ha demostrado que el octreotide causó inducción transcripcional de genes marcadores de autofagia, como 

Eg-atg8 con mayor acumulación de la forma proteica asociada a la membrana (patrón de marcación punteada), y 

aumento en la formación de autofagosomas (Figura 40). Estos resultados están en línea con informes recientes 

que muestran la inducción de autofagia en tejidos tumorales y renales de pacientes tratados con el fármaco (Sun 

et al., 2017; Dagistanli et al., 2018). La inducción de la autofagia se caracteriza por cambios histológicos y 

bioquímicos específicos pudiendo actuar como una vía alternativa de muerte celular, llamada muerte celular 

programada tipo II, la cual ha sido descripta que se induce en presencia de octreotide (Sun et al., 2017; Mohamed 

et al., 2021).   

También se ha reportado muerte del parásito con inducción de autofagia frente al tratamiento con metformina 

(Loos et al., 2015, 2017 y 2018). La acción antiproliferativa de este fármaco puede estar mediada por la inhibición 

indirecta de TOR, principalmente como resultado de la activación de AMPK, y la inactivación del receptor similar 

a la insulina, todas proteínas identificadas en el parásito y claves en la proliferación y el crecimiento celular (Gwinn 

et al., 2008; Hemer et al., 2014; Mogavero et al., 2017). Debido a que, Echinococcus sp. depende directamente de 

la presencia de glucosa para su desarrollo (Ritler et al., 2019), aquellos agentes farmacológicos que afecten el 

metabolismo del este monosacárido, proporcionan nuevas y/o complementarias estrategias de tratamiento de la 

echinococcosis. La metformina, es una droga de baja toxicidad utilizada en humanos en el tratamiento de la 

diabetes tipo II, del hígado graso no alcohólico, del síndrome de ovario poliquístico y como fármaco antitumoral 

(Lv y Guo, 2020). La principal acción de la droga, es disminuir la producción hepática de glucosa, 

contraponiéndose a la actividad fisiológica del glucagón (Pernicova y Korbonits, 2014). Se ha demostrado que la 

metformina afecta la producción del AMPc hepático implicado en la liberación del glucagón, y este proceso 

contribuye en parte a la reducción en la gluconeogénesis que induce la droga (Miller et al., 2013). Además, en el 

entorno enterohepático, la metformina alcanza concentraciones elevadas (cercanas a 1 mM en la vena porta) que 

pueden inhibir la actividad del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial y con ello, inducir un estado de 

déficit de energía. De esta manera, la droga induciría una caída en la carga de energía, una disminución en la 

producción de ATP, y un aumento de los niveles de AMP celular implicado en la activación de la AMPK. Este 

mecanismo de acción fue demostrado en el estadio larvario de Echinococcus (Loos y Cumino 2015; Loos et al., 

2020a). En el parásito, la metformina activó a la AMPK induciendo un aumento del consumo de glucógeno y de 

la fermentación homoláctica, y una disminución de la transcripción de genes del metabolismo intermediario (Loos 

y Cumino, 2015), sumado a la reducción de glucosa intracelular e intraquística en metacestodos (Figura 42B-C). 

En los ratones infectados experimentalmente con Echinococcus sp., se evidenció el efecto quimiopreventivo de 

esta droga, y su combinación con dosis muy bajas de albendazol (5 mg/kg/día) mejoró la terapia antiparasitaria 

(Loos et al., 2017; 2020). Los efectos in vivo de metformina no dependerían de la reducción en el suministro de 

glucosa al parásito por parte del hospedador, ya que en animales no diabéticos con normoglucemia, la 

administración del fármaco no modificó la insulina plasmática, tampoco los niveles de IGF-1 ni de glucosa 

sanguínea (Higurashi et al., 2016) y esto fue corroborado en los experimentos con animales infectados con 

Echinococcus sp. (Loos et al., 2017; Loos, Negro y Cumino, manuscrito en preparación). Sin embargo, como el 
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fármaco induce la degradación permanente de glucógeno, el consumo de la glucosa y un déficit energético, también 

se induciría en el parásito, un estrés osmótico con la acumulación de trehalosa y sacarosa, previo a la muerte celular 

(Figuras 41-42). A continuación, resumimos los resultados mostrados en el presente capítulo, quedando abiertas 

diferentes proyecciones que surgen de este trabajo de Tesis Doctoral (Figura 43).  

 

 
Figura 43. Interferencia farmacológica del octreotide sobre la vía de transducción de señales Insulina-PI3K-AKT-TOR-autofagia y 

de la metformina sobre la vía AMPK-TOR-autofagia, provocando una redistribución de hidratos de carbono intracelular con acumulación 

de sacarosa y trehalosa. 

 

Cabe destacar, que no fueron descriptas en el parásito, la identidad de las enzimas involucradas en la 

biosíntesis ni en la metabolización de la sacarosa y de la trehalosa, aun existiendo un interés especial en helmintos 

en interferir sus metabolismos con fines terapéuticos (Tournu et al., 2013; Cross et al., 2017). La sacarosa y la 

trehalosa son disacáridos no reductores, que poseen similitudes en su síntesis y sus funciones. Estos disacáridos 

se mantienen en altas concentraciones cuando las células deben atravesar diversos tipos de estreses, como el estrés 

oxidativo y la baja tensión de agua libre o anhidrobiosis (debido a la desecación, congelación, estrés osmótico e 

inanición) (Tournu et al., 2013; Chen et al., 2016). En estas condiciones extremas, la trehalosa es capaz de 

preservar la organización de las membranas celulares, tanto a nivel de los fosfolípidos como de las proteínas, y 

está presente en una amplia variedad de organismos heterotrófos y autótrofos (bacterias, levaduras, hongos, 

insectos, invertebrados y plantas), pudiendo servir como fuente de carbono y de energía. Este disacárido es esencial 

en ciertas condiciones ambientales o etapas del desarrollo, pudiendo ser indetectable o alcanzar un nivel hasta el 

10% del peso seco en respuesta al estrés, en fases tardías del ciclo de vida, o durante el proceso de infección. En 

cambio, la sacarosa, representa uno de los compuestos más abundantes en la naturaleza, pero está presente 
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fundamentalmente, en organismos fotosintéticos y ocupa una posición relevante y única comparable sólo a la 

glucosa en el reino animal (Tournu et al., 2013).  

En los invertebrados, la metabolización de la trehalosa participa además en la homeostasis de la glucosa; y en 

los nematodos, el metabolismo del glucógeno como el de la trehalosa, juegan un papel clave en el apoyo de los 

procesos vitales (Erkut et al., 2012). En los estadios larvarios L3 y L4 de Anisakis simplex, el aumento de la síntesis 

de trehalosa en respuesta al estrés por desecación, tiene lugar a expensas del glucógeno (Łopieńska-Biernat et al., 

2015). Múltiples líneas de evidencia muestran que la trehalosa promueve la supervivencia durante la inanición a 

través de dos mecanismos distintos: como protector del estrés sin ser catabolizado, y/o como fuente de energía 

para la glucólisis. Este ciclo fútil entre la síntesis y la degradación de la glucosa y la trehalosa, es necesario para 

que tengan lugar los efectos fisiológicos del disacárico, y representa una paradoja, ya que durante los períodos de 

inanición se sintetiza un azúcar no reductor protectivo a la vez que se regenera la glucosa por síntesis endógena 

(Hibshman et al., 2017).  

En E. granulosus se ha determinado la presencia de trehalosa y sacarosa en protoescólices y líquido hidatídico 

(Frayha y Haddad, 1980), pero no han sido identificados con grado de certeza en el genoma, los genes que podrían 

codificar alguna de las enzimas que forman parte de las rutas biosintéticas hasta ahora descriptas. Por lo expuesto 

resultaría necesario valorar en adelante, la fracción de carbohidratos no reductores, ya que representa una fracción 

metabólica importante en la deriva de hidratos de carbono en E. granulosus. Futuros estudios 

bioquímico/moleculares permitirán adjudicar la ruta de biosíntesis de la trehalosa y de la sacarosa en el parásito 

para vincularla en forma directa o indirecta a la degradación de polisacáridos de reserva y/o estructurales. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 Insulina, glucagón y somatostatina, tres de las principales hormonas gastro-pancreáticas que regulan la 

homeostasis de glucosa en mamíferos, impactan directamente el desarrollo y crecimiento del estadio larvario 

de E. granulosus, pudiendo promover a partir de la activación metabólica de protoescólices, tanto el desarrollo 

en hospederos definitivos como intermediarios. 

 La insulina se une a receptores e induce el anabolismo del carbono en el parásito, por aumentar la expresión 

transcripcional de transportadores tipo GLUTs, inducir la captación de glucosa, promover la acumulación del 

monosacárido en células germinales de metacestodos, favoreciendo su consecuente conversión en glucógeno 

y acumulación de triglicéridos en gotas lipídicas. 

 La insulina puede promover el anabolismo parasitario activando la degradación de glucosa incorporada a las 

células, mediante un aumento en la glucólisis, en la fermentación homoláctica y en la actividad mitocondrial. 

 La insulina promueve la acumulación de reservas de carbono y energía, e induce proliferación y crecimiento 

del estadio larvario a través de la fosforilación y activación de Eg-TOR. 

 La insulina en el parásito activa la vía de transducción de señales canónica mediada por el eje PI3K-AKT-

TOR, la cual al ser interferida farmacológicamente en presencia de octreotide, conlleva a la inducción de 

autofagia y muerte del estadio larvario. 

 El estadio larvario de E. granulosus es sensible a la presencia de insulina y glucagón exógenas induciendo 

síntesis y degradación del glucógeno en el parásito, respectivamente. 

 Tanto la insulina como el glucagón exógenos, indujeron sobreexpresión de genes que codifican para las 

enzimas del metabolismo intermediario en el parásito: PEP-carboxiquinasa, Fru1,6 bifosfatasa y Glu6-

fosfatasa. 

 La insulina y el glucagón modifican la transcripción de genes que codifican para transportadores de glucosa 

tipo GLUTs, por acción directa de las drogas o por cambios transcripcionales indirectos al contenido de 

glucosa intracelular. 

 El glucagón activa la captura de glucosa y la actividad mitocondrial en los corpúsculos calcáreos, en forma 

coincidente con el aumento de concentración que esta hormona posee en el tejido gastrointestinal de cánidos. 

 El tratamiento con metformina provoca modificaciones en el metabolismo de carbono del parásito, induciendo 

una reducción de glucosa intraquística e intracelular en metacestodos, con agotamiento del glucógeno e 

inducción de estrés nutricional y energético. 
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 La metformina induce un ciclo fútil del carbono en el parásito, en que la síntesis de disacáridos no reductores, 

sacarosa y trehalosa, tendría lugar a expensas del consumo de glucógeno y glucosa. 

 La interferencia farmacológica de la vía autofágica perturbaría tanto los procesos metabólicos como las 

estrategias de desarrollo parasitario en cestodos, contribuyendo al descubrimiento de nuevas dianas 

terapéuticas. 
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