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ABREVIATURAS 

 

ADN: Ácido desoxiribonucléico 

ADNc: ADN copia 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

ARNi: ARN interferencia  

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indo indolil fosfato 

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol 

DEAD helicasas: Familia de helicasas de ARN con motivo DEAD 

dig-11-dUTP: Digoxigenina-11-2’-desoxiuridina-5’-trifosfato 

dNTP: Desoxinucleosidos-5’-trifosfato 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

IPTG: Isopropil--D-1-tiogalactopiranósido 

IP: Ioduro de propidio 

KCl: Cloruro de potasio 

KH2PO4: fosfato de potasio monobásico 

LB: Luria-Bertani 

MPM: Marcador de peso molecular 

NaCl: Cloruro de sodio 

mQ: agua ultra pura  (18.2M) 

NaHCO3: Bicarbonato de sodio 

Na2HPO4: Fosfato de sodio dibásico 

NBT: NitroBlueTetrazolium 

pb: pares de bases 

PBS: buffer fosfato salino 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

RPMI mod. : Medio RPMI modificado 

SDS: Dodecilsulfato de sodio 

TAE: Buffer tris-acetato-EDTA 

Tris: tris(hidroximetil)aminometano 

X --gal :Bromo-cloro-indolil-galactopiranósido 

WCS: Whole Cellomic Stain 
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  Resumen Aislamiento, cultivo  y caracterización de células proliferativas 
de M.corti  

 

En platelmintos de vida libre, las células somáticas diferenciadas no se dividen, 

siendo las responsables de la renovación celular, homeostasis y la regeneración, las 

células madre indiferenciadas denominadas neoblastos. En platelmintos parásitos 

se ha descripto un mecanismo similar,  donde las células con capacidad 

proliferativa se denominan germinativas. Estas células conservadas  han sido 

descriptas en muchos modelos de parásitos y en particular en Mesocestoides corti,  

nuestro modelo de estudio.    

En este trabajo se realizó la caracterización morfológica de los distintos tipos 

celulares presentes en M. corti mediante estrategias complementarias, tinción con 

colorantes, inmunohistoquímicas con anticuerpos específicos y microscopía 

electrónica de transmisión. La utilización conjunta de estas técnicas permitió 

describir distintos tipos celulares presentes en este organismo. 

 

La identificación y  caracterización morfológica de las células proliferativas hace  

importante  la implementación de herramientas que permitan continuar y mejorar 

la caracterización de estas células. Es por ello que  parte de este trabajo se centró en 

el aislamiento de estas células por citometría de flujo. Se trabajó en la optimización 

y puesta a punto de un protocolo para la obtención de suspensiones celulares, 

posterior tinción y análisis por citometría de flujo para separar las poblaciones en 

las diferentes fases del ciclo celular.  

Además, como primera aproximación a la generación de líneas celulares que 

permitan realizar estudios de ARN de interferencia, transfección y transplante 

celular en este modelo, se realizaron cultivos in vitro de células de  M. corti, donde 

fue posible obtener células  capaces de proliferar  durante periodos breves de 

tiempo.  

A nivel  molecular, existen genes marcadores considerados específicos de estas 

células proliferativas. Durante el desarrollo de esta tesis se aisló y caracterizó el gen 

pL10, miembro de las DEAD helicasas. La determinación de los patrones de 

expresión espacio-temporal de este gen, indican que este gen está siendo expresado 

preferencialmente en células de la línea germinal, y su expresión al igual que la de 

los  genes pumilio no parece variar a lo largo del desarrollo estrobilar de M. corti. 
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Por otra, la búsquedas in silico de los genomas de Platelmintos parásitos permitieron 

identificar genes pL10 y pumilio;  y genes  miembros de la familia DEAD en el 

genoma de M. corti.  

Se comenzó a trabajar en la puesta a punto de la metodología de ARN interferencia 

logrando resultados prometedores en cuanto a optimización de entrada de 

moléculas exógenas y la detección de las mismas en el interior celular.  



 

 

 

INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 
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1. Platelmintos  

1.1.
˚˚˚˚

  Características generales  

Los platelmintos son invertebrados acelomados, los cuales presentan el cuerpo 

aplanado dorso-ventralmente. El mismo, es macizo relleno de tejido 

parenquimático laxo. En el interior de este parenquima se encuentran los órganos 

genitales, tubo digestivo incompleto (cuando éste está  presente), y los sistemas 

nervioso y excretor.  

En cuanto al epitelio externo, las formas libres están cubiertas por un epitelio 

ciliado, mientras que las formas parasitas carecen de ellos, a pesar de que pueden 

estar presentes en algunas de sus formas larvarias. El  tegumento en las formas 

parásitas se encuentra constituido por un sincicio  celular,  que contiene 

mitocondrias, vacuolas, cuerpos de inclusión, enzimas y otras sustancias con 

propiedades antigénicas, además puede presentar escamas y órganos de fijación.  

La función del tegumento es brindar protección al parásito frente a la acción de los 

jugos digestivos y  de otras sustancias nocivas para él, que puedan estar  presentes 

en el huésped. Este tegumento se encuentra conectado en su límite interno 

(membrana basal) a células situadas en el parénquima. La zona subyacente a él se 

encuentra formada por fibras musculares y el resto del cuerpo por una red de 

células  y fibras interconectadas que constituyen el parénquima. No existe cavidad 

general como en el caso de los nematodos y  las estructuras intraparenquimatosas 

corresponden  a los órganos genitales. [1] . En la mayoría de los casos la 

organización del sistema genital es hermafrodita. 

El sistema digestivo, si está presente, es siempre ciego y comunica con el exterior 

por un único orificio que oficia de boca y de ano. Cuando el sistema digestivo no 

está presente, como en algunas formas de vida parásitas, el tegumento permite la 

absorción de los nutrientes provenientes del hospedador. 

En general, dentro del ciclo biológico de las formas parásitas se presentan uno o 

más huéspedes intermediarios,  pudiendo llegar a ser bastante complejo.  A veces 

ocurre la reproducción asexual en la forma  larvaria del parásito ya sea como etapa  

natural dentro del ciclo o como  una eventualidad dentro del mismo. Cuando esta 

etapa se da en el hombre como huésped, puede causar cuadros graves. 
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1.2.
˚˚˚̊

 Clasificación y relaciones filogenéticas  

Tradicionalmente se admitían cuatro  clases de Platelmintos de acuerdo a los 

caracteres de los gusanos adultos: Turbelarios de vida libre, Monogeneos, 

Trematodos, y  Cestodos todos ellos de vida parásita, pero la filogenia interna de 

los platelmintos ha sido objeto de varios estudios moleculares y morfológicos. Sin 

embargo, solo existe un consenso limitado acerca de la posición de los diferentes 

grupos (Figura  1).   Recientemente, Egger y colaboradores, (2015) ha demostrado 

que entre los platelmintos parásitos, los Cestodos están más cerca de los 

Trematodos que de los Mongeneos [2].  

 

Figura  1- Esquema sobre las relaciones filogenéticas internas de los platelmintos. 
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2. Mesocestoides corti Cestodo modelo  

Las infecciones parasitarias son un problema de salud animal y humana alrededor 

del mundo. En particular los cestodos, como Echinococcus granulosus, Echinococcus 

multilocularis, Taenia saginata y Taenia solium, son agentes causantes de 

enfermedades de relevancia sanitaria tanto en países en vías de desarrollo como en 

países desarrollados[3]. Para desarrollar estrategias de control y/o erradicación de 

estas enfermedades, es importante conocer los aspectos moleculares del desarrollo 

de éstos parásitos. 

M. corti es un cestodo que se ha instaurado como modelo de estudio para 

profundizar en el conocimiento de la biología de los cestodos debido a sus múltiples 

ventajas para reproducir su ciclo de vida en cultivo in vitro desde oncósferas 

obtenidas in vivo hasta el estadio adulto sexualmente maduro [4–7] 

En nuestro laboratorio se han optimizado las condiciones para su cultivo desde la 

fase larvaria hasta el estadio adulto [8] y es utilizado desde hace un tiempo para el 

estudio de genes potencialmente involucrados en los eventos de su ciclo de vida y 

desarrollo [9–13] 

Tradicionalmente se clasifica a M. corti dentro del Filo Platelmintos, dentro de la 

Clase Cestodos en el Orden de los Ciclofilídeos [revisado por 8,14] . En estudios 

filogenéticos, se ha visto que la familia Mesocestoididae aparece como una rama muy 

basal dentro de los Ciclofilídeos al considerar caracteres morfológicos, o incluso por 

fuera del orden cuando se analizaron caracteres morfológicos y 

moleculares,[revisado por 15] El desconocimiento de la totalidad de su ciclo de vida 

dificulta una clasificación taxonómica definitiva [16]. 

2.1.
˚˚˚˚

 Ciclo de vida 

El ciclo de vida es complejo y  posee 3 hospedadores. El gusano adulto segmentado 

presenta cuatro ventosas y carece de róstelo. Este produce huevos con oncósferas 

que infectan al primer hospedador intermediario, aún desconocido, y algunos 

autores proponen que sea un  artrópodo [17]. Luego de esto, este  primer 

intermediario es ingerido por un segundo,  que pueden ser cánidos, lagartijas y 

serpientes, en donde la larva infectante, tetratiridio, se desarrolla en la cavidad 
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peritoneal. En estos huéspedes M. corti es capaz de replicarse por fisión 

longitudinal. Al ser ingeridos por el huésped definitivo se desarrollan al estadio 

adulto en el intestino del mismo (Figura  2). 

 

Figura  2- Ciclo de vida de M. corti.  Requiere tres hospederos para completar su ciclo de vida. 1: Los 

proglótides grávidos son eliminados en las heces del hospedero definitivo (principalmente carnívoros, 

incluyendo cánidos, félidos y mustélidos). 2: Dentro de cada proglótide grávido, cientos de oncósferas están 

contenidas en el órgano parauterino. 3: El primer hospedero intermediario es presuntamente un artrópodo (de 
identidad desconocida), que es infectado al ingerir los proglótides grávidos o las oncósferas. En este se cree que 

las oncósferas se desarrollan a un segundo estadio larvario (cisticercoide o procercoide). 4: Cuando el primer 
hospedero intermediario es ingerido por el segundo hospedero intermediario (pequeños mamíferos, aves, 

reptiles y anfibios) el segundo estadio larvario se desarrolla al tercer estadio larvario infectivo (tetra iridio). 5: 
Los hospederos definitivos se infectan al ingerir carne contaminada con tetratiridios. En este hospedero, el 

cestodo se establece en el intestino delgado, donde madura. Pueden observarse proglótides grávidos en las heces 

a las dos semanas de infección. 6: Los humanos no son los hospederos definitivos usuales, pero pueden 
infectarse al ingerir carne poco cocida de animales infectados con tetratiridios. Adaptado de 

http://www.dpd.cdc.gov/HTML/Mesocestoidiasis.htm.  

http://www.dpd.cdc.gov/HTML/Mesocestoidiasis.htm
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2.2.
˚˚˚̊

 Morfología  Tetratiridio y reproducción asexual 

Los tetratiridios son los estadios larvarios que infectan al segundo hospedero 

intermediario y su morfología es relativamente sencilla. Está comprendido por un 

cuerpo macizo, parenquimatoso, en el cual existe un sistema excretor (similar, a 

grandes rasgos, al del adulto) y donde se extienden dos cordones nerviosos laterales 

principales y  otros ocho cordones accesorios, con conectivos entre ellos, desde un 

cerebro bipartito anterior, convergiendo en un plexo posterior alrededor del poro 

excretor [18–20]. A nivel del parénquima no existen otros órganos, dado que el 

sistema reproductor no se encuentra aún esbozado. En el extremo anterior posee un 

escólex con cuatro ventosas musculares;  entre las ventosas, existe un surco apical, 

a partir del cual se forma el surco de fisión longitudinal durante la reproducción 

asexual. En esa misma zona, existe una masa celular poli-nucleada conectada 

mediante puentes citoplasmáticos al sincicio  tegumentario, llamada el macizo 

apical, (Figura  3A) [21] 

Exteriormente, se encuentra rodeado por  el tegumento, un sincicio  celular que en 

su superficie está provisto de microvellosidades especializadas (microtricos). Los 

núcleos de este sincicio  se encuentran hundidos en el parénquima, en cuerpos 

perinucleares, que se conectan con el tegumento a través de delgados puentes 

citoplasmáticos. Bajo el tegumento existe una capa fibrosa, y luego se encuentra el 

sistema muscular sub-tegumentario, compuesto  de fibras circulares (externas) y 

longitudinales (internas) (Figura  3B y B´). El parénquima se encuentra dividido en 

parénquima cortical (externo) y parénquima medular (laxo e interno). Este 

parénquima presenta células especializadas, como las células parenquimáticas de 

almacenamiento de glucógeno, y las células calcáreas, que forman cada una un 

corpúsculo calcáreo (cuya función tal vez sea el almacenaje de desechos). Entre 

ambos tipos de parénquima se encuentra una capa de musculatura longitudinal 

interna. Junto a esta capa de musculatura discurren los cordones nerviosos laterales 

[21,22]. 

En el hospedero intermediario, los tetratiridios  son capaces de multiplicarse 

asexualmente en la cavidad del cuerpo y el hígado [23]. 
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Típicamente, al comienzo de la división asexual, se duplican las estructuras 

anteriores. Sin embargo en ciertos casos la división puede comenzar en forma 

previa a la duplicación de las estructuras, resultando en tetratiridios con únicamente 

dos o incluso una sola ventosa [24,25]. Tras proseguir la fisión, los individuos se 

separan. Identificándose al individuo parental debido a la formación de  un 

segundo poro excretor lateral,  en el último punto de división entre ambos [18,25]. 

Este poro puede observarse como una protrusión lateral. A medida que se suceden 

ciclos de reproducción asexual, todas las divisiones culminan de un mismo lado del 

cuerpo (el lado proliferativo), acumulándose estos crecimientos laterales en ese 

mismo lado. Eventualmente, estos crecimientos laterales pueden separarse 

individualmente, o varios juntos, como extremos acéfalos [18,25,26], incapaces de 

regenerar el escólex y por lo tanto estériles (Figura  4C) [26]. 

 

Figura  3- Larva tetratiridia de M.corti. A) Inmnohistoquímica con anticuerpo anti Tropomiosina de E. 

granulosus (anti-TrpEg), en corte longitudinal de tetratiridio; B) y B´) Detalle de tinción con anticuerpo anti –

TrpE.g y DAPI respectivamente, de la capa muscular interna en el subtegumento; C) División asexual del 

tetratiridio por fisión longitudinal. 1) Comienzo de la división tras la duplicación de estructuras anteriores. 2) 
Separación de dos individuos, dejando un crecimiento lateral con un poro excretor en el progenitor. 3) Nuevo 

ciclo de división desde el mismo lado (proliferativo) del individuo progenitor. Abreviaturas: iml, capa muscular 
interna; s, ventosas; st, subtegumento; t, tegumento. A,B,B´Modificado de [27]; C, Modificado de [25]. En A, B 

y B´ la barra representa 50 m 
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2.3.
˚˚˚˚

 Gusano adulto y estrobilización 

El gusano adulto es un típico cestodo segmentado (Figura  4A), compuesto por un 

escólex anterior con cuatro ventosas y una estróbila formada por varios segmentos 

o proglótides en distintos estadios de maduración, siendo los segmentos anteriores 

inmaduros (en general más anchos que largos) y los posteriores maduros (en 

general más largos que anchos) (Figura  4B,C). 

En la Figura  4D, se muestra un esquema de del gradiente de maduración antero 

posterior a lo largo de las proglotides. Al ingresar al hospedador definitivo, los 

tetratiridios  se elongan y adquieren una forma vermiforme. Suelen aparecer varios 

segmentos simultáneamente, siendo el desarrollo más acelerado en los posteriores. 

En paralelo con el desarrollo de los proglótides aparecen nuevos segmentos en la 

región anterior. Al tiempo que aparecen los segmentos, se observa el rudimento del 

sistema reproductor masculino (Figura  4D, Estadio 1) que se diferenciará en el 

saco del cirro y los testículos. El sistema reproductor femenino se desarrolla 

levemente después que el masculino, y comienza por la aparición del rudimento 

femenino (Figura  4D, Estadio 4). Cuando los testículos están maduros, el ovario 

aún está en desarrollo, aunque el útero se desarrolla simultáneamente. Para el 

momento que maduran los ovarios y las glándulas vitelinas, los testículos 

comienzan a degenerar. El segmento maduro (Figura  4D, Estadios 5 y 6,) incluye 

dos canales excretorios laterales, conectados por una comisura transversal, y los 

sistemas reproductores masculino y femenino. El sistema reproductor masculino 

está compuesto por los testículos ubicados lateralmente, conectados a vasos 

deferentes que desaparecen una vez que el testículo vació su contenido; y el saco del 

cirro, que contiene un cirro enrollado. El sistema reproductor femenino está 

compuesto por un ovario bilobular, con dos glándulas vitelinas pequeñas, el cual se 

conecta con el útero ubicado en la línea media. En el extremo posterior del útero 

existe una masa oscura de células que darán lugar al órgano parauterino, 

claramente visible en los segmentos más posteriores. Éste comienza a desarrollarse 

cuando los ovarios y glándulas parauterinas degeneran, una vez que el útero está 

lleno de óvulos y células vitelinas. Surge por la proliferación de las células de la 

región posterior del útero, diferenciándose en una cápsula fibrosa de paredes 

delgadas. En estos segmentos ya no se observan los canales excretorios. En los 
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segmentos grávidos (Figura  4, Estadio 9) se observan en el órgano parauterino las 

oncósferas, que se identifican por los 6 ganchos y la cubierta fina protectora del 

huevo [6,28]. 

 

Figura  4- Estadio adulto segmentado de M. corti.  De  A a C organismos teñidos con TO-PRO-3 para visualizar  

etapas de desarrollo estrobilar de M. corti. A) Visión general de ejemplar segmentado, donde es posible observar 

región del escólex, cuello y región anterior de la estrobila con segmentos progresivamente más desarrollados; B) 
Visualización de segmentos tempranos del desarrollo estrobilar, primordios tempranos (flechas); C)  D)  

Esquema del gusano adulto mostrando el gradiente de maduración antero-posterior a lo largo de los 

proglótides. A, B, C, Modificado [29]. D,  Modificado de[28]. En A barra representa 1000m, en B 50m y en 

C 100m.  

2.4.
˚˚˚˚

 Etapas del cultivo in vitro alcanzadas en el laboratorio 

Se ha logrado reproducir la mayor parte del ciclo de vida in vitro. Es posible el 

desarrollo  desde oncósferas obtenidas a partir de gusanos segmentados de 

infecciones naturales a tetratiridios [7] y la multiplicación asexual de éstos en la 

cavidad peritoneal de ratones infectados [30]. También se puede lograr el desarrollo 

estrobilar y maduración partiendo del tetratiridio hasta alcanzar el estadio 

adulto[4,6]. Esto, sumado a la facilidad de obtener material parasitario (tetratiridio) 

en grandes cantidades a partir de ratones infectados experimentalmente, 
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constituyen importantes ventajas para la adopción de este organismo como modelo 

de estudio de cestodos.  

3. Estudio de neoblastos en platelmintos 

 Los platelmintos, como se mencionó anteriormente,  son un filo altamente diverso 

en términos de morfología, desarrollo y ciclos de vida. Sin embargo, tienen en 

común una población única de células indiferenciadas denominadas  “neoblastos”.  

Todas las células somáticas diferenciadas no se dividen, mientras que estas células 

(neoblastos) son las únicas con capacidad proliferativa, siendo éstas la fuente de 

nuevas células responsables de la renovación celular, crecimiento y regeneración 

[31–34]. Este mecanismo particular de renovación celular es bastante inusual, ya 

que la mayoría de los animales presenta células madre tejido especificas capaces de 

proliferar para cumplir esta función. En cestodos también se ha descripto esta 

población de células indiferenciadas similar a los neoblastos, denominadas células 

germinativas [33,35,36] 

3.1.
˚˚˚˚

 Neoblastos en Platelmintos de vida libre  

Como se mencionó, estudios sobre poblaciones de células proliferativas en 

platelmintos de vida libre, demostraron la existencia de un set de células 

indiferenciadas, responsables de la renovación celular durante el mantenimiento, 

crecimiento y regeneración de tejidos. Mientras que las células somáticas 

diferenciadas no proliferan, ni se desdiferencian. [32,33] 

Estas células han sido estudiadas en profundidad en platelmintos de vida libre. Los 

estudios se han centrado especialmente en planarias, las que presentan una gran 

capacidad regenerativa. Particularmente, estos estudios se han centrado en  las 

especies  Schmidtea mediterránea y  Dugesia japónica[37–39]. Además se han realizado 

estudios en linajes mas basales, como en especies del genero Macrostomum  [32,40–

44].  

Las planarias tienen la capacidad de regenerar completamente sus organismos 

desde casi cualquier parte del cuerpo [37] y renovar sus tejidos a una tasa muy 

alta[39]. Los tejidos y órganos de las planarias carecen de células somáticas con 

capacidad proliferativa,  y por lo tanto son mantenidas por la incorporación de 
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neoblastos que residen en el parénquima alrededor de los órganos[38,39]. Los 

estudios originales realizados en planaria se vieron limitados por la incapacidad 

técnica de marcar las células proliferantes con  timidina tritiada (3H-T) o  el análogo 

de timidina, 5-bromo-2´-deoxiuridina (BrdU).  Newmark y Sánchez Alvarado 

(2000)  resuelven dicho inconveniente mediante la micro-inyección y la 

alimentación de planarias con BrdU. Estos ensayos permitieron determinar  la 

localización  de estas células en el organismo. 

Los neoblastos en planaria, se distribuyen por toda la región interna del 

parénquima, exceptuando la región anterior, delante de los fotoreceptores y la 

faringe, siendo estas las únicas regiones incapaces de regenerarse luego de una 

amputación [37,39,45]. Durante la regeneración, estas células se acumulan detrás 

del blastema, más específicamente el post-blastema, zona donde ocurre la 

proliferación celular. El blastema es post-mitótico, mientras que los neoblastos se 

encuentran inmediatamente en la región adyacente a él (Figura  5). En 

experimentos de pulso y caza utilizando BrdU, se evidencia la migración de las 

células que incorporaron BrdU desde el parénquima hasta las regiones exteriores, 

incluso por delante de los fotorreceptores,  y a nivel de la epidermis donde se 

diferencian. [37,46]. 

La caracterización morfológica de los neoblastos de planaria muestra que son 

células indiferenciadas basofílicas pequeñas, con un gran núcleo y nucléolo y escaso 

citoplasma. A nivel ultraestructural,  presentan abundancia de ribosomas libres, 

mitocondrias pequeñas, escasez de RER y Golgi.[47,48] En la región perinuclear, 

presentan gránulos de Ribonucleoproteína (RNP) denominados cuerpos 

cromatoides, que son estructural y molecularmente  similar a los gránulos presentes 

en las células germinales de muchos animales (Figura  5B –C) [47–50]. 
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Figura  5- Neoblastos de Planaria A) Distribución de células proliferativas en la planaria Giardia dorotocephala. 

Barra representa 450 μm.; B) Morfología de Neoblastos identificados en macerados celulares de Giardia 

dorotocephala. (verde BrdU)  Barra representa 10 μm.; C)  Imagen de microscopia electrónica de Transmisión de 

Neoblasto de planaria. En esta imagen las flechas indican presencia de cuerpos cromatoides; D) Esquema de 
distribución de neoblastos de planaria. En la imagen se ejemplifica el proceso requerido para mantener la 

homeostasis y renovación natural de tejidos. Este proceso requiere que la población de stem cells se diferencie y 

migre a la locación correspondiente, incluyendo la región de la faringe y los fotoreceptores que se encuentran 

libres de  noeblastos mitóticos.; D´) Esquema proceso de regeneración. Se observan los característicos pulsos de 
proliferación y muerte celular. La progenie de neoblastos  derivada de los blastemas regenerativos dentro de los 

cuales se diferencian para regenerar las estructuras distales.  A y B Tomada de  [45], C -tomada de [51], D –
D´modificada de [52] 

 

En la última década, el desarrollo de avances tecnológicos como interferencia 

mediada por  ARN, citometría de flujo y aislamiento de las  células por sorting 

celular, secuenciación masiva de ARN, han revolucionado el  estudio de estos tipos 

celulares  a nivel celular y molecular [39,53].  

Como se mencionaba en el párrafo anterior, un importante punto de inicio en la 

investigación referente al estudio de neoblastos, es la identificación de genes 

expresados activamente en estos. Los genes identificados son candidatos para 

regular importantes aspectos de la biología de los  neoblastos, además de funcionar 

como marcadores de estos neoblastos y su progenie indiferenciada (ver más 

adelante).  

3.2.
˚˚˚̊

 Células germinativas de Cestodos 

En cestodos las células indiferenciadas se denominan células germinativas, estas 

son las equivalentes a los neoblastos de planaria  [31,33,34].  
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Mediante técnicas de histología clásicas , estas células han sido caracterizadas, 

como células con forma redondeada u ovalada con un citoplasma altamente 

basofílico debido a la presencia de ribosomas libres, con pocas extensiones  

citoplasmáticas y un gran núcleo con un nucléolo predominante  (Figura  6B- C) 

[13,54–59]. 

 

Más de un linaje de células  germinativas, morfológicamente similares, puede 

existir, y en algunos modelos, se ha propuesto la existencia de varios subtipos de 

células germinativas basados en su relación núcleo-citoplasma, su tamaño y sus 

características de tinción [54,57]. A nivel ultraestructural, estas células han sido 

descriptas en oncosferas y en cestodos adultos [55,56,60–63]. 

 

Estas células presentan características similares a las descriptas para neoblastos de 

planarias. Alta relación núcleo citoplasma, poca heterocromatina presente en el 

núcleo, citoplasma electrón-denso con abundancia de ribosomas libres  y escaso 

Retículo endoplásmico y aparato de Golgi. La única excepción es  que en cestodos 

nunca se ha descripto la presencia de cuerpos cromatoides. (Figura  6) 

 

En cestodos adultos y durante las etapas tempranas de la segmentación, se han 

descripto patrones conservados para la distribución de células germinativas en 

proceso de proliferación. En varias especies éstas se localizan en la región del 

cuello, a partir de donde se forman los segmentos. Las células se encuentran 

mayormente o casi  exclusivamente en la región externa del parénquima, cercana a 

la capa muscular en Diphyllobothrium spp.[56], Cylindrotaenia diana [54], Hymenolepis 

diminuta y Hymenolepis nana [55,64], T. solium [35] y M. corti [13] (Figura  6A).En el 

parénquima cortical la proliferación se encuentra ausente o restringida a la región 

más interna. 

La conservación en la “relación” o la proximidad  que existe entre las células 

germinativas y la capa muscular interna, sugiere que las células musculares y /o los 

cordones nerviosos cercanos, puedan estar generando señales para estas células 

germinativas. 
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En contraste, en los estadios de metacestode de H. diminuta and T. solium, las 

células germinativas proliferantes no se encuentran restringidas al parénquima 

medular, sugiriendo que existe una gran variabilidad en los estadios larvarios 

[35,55].  En E. granulosus se ha descrito la existencia de parches de células 

proliferativas en la capa germinal del quiste hidático, a partir de los cuales se 

desarrollarían los protoescólices y la proliferación celular disminuiría una vez que 

comienza la diferenciación de los mismos [36]. 

Recientemente, Koziol et al  (2014) ha caracterizado las células germinativas de E. 

multilocularis y ha demostrado que son las únicas con capacidad proliferativa en el 

metacestode, siendo estas responsables del crecimiento de la vesícula larval. Esta 

población de células, nuevamente presentan morfología similar a los neblastos de 

planaria y contienen altos niveles de expresión de una nueva familia de 

transposones no autónoma (ta-TRIMs). Estas células germinativas presentan 

heterogeneidad a nivel molecular, dado que solo algunas expresan genes 

homólogos conservados de fgfr, nanos y argonauta, sugiriendo la presencia de 

distintas sub-poblaciones [65,66].  
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Figura  6-  Células germinativas de cestodos. A) Distribución de células germinativas de D. dendriticum 
mediante ensayos de timidina tritiada.; B) Modelo esquemático de  las células germinativos de la región del 

cuello en un  segmento de Diphyllobothrium dendriticum. C) Microscopia electrónica de célula  de E. 
multilocularis; D) Célula germinativa de región del cuello  del adulto H. cítelli encontrada en suspensiones 

celulares,  Imagen en panel 1 – interfase, 2-4 diversas fases de mitosis. Imagen modificada  [65]-C tomada de 

articulo de [66] 

3.2.1. Proliferación  en Mesocestoides  corti  

Originalmente, Hess (1975) describe células grandes basofílicas con grandes 

nucléolos como posibles células germinativas, en preparados de formas larvarias 

(tetratiridios) in toto con verde de metilo / pironina Y .Estas son generalmente 

encontradas en mitosis (índice mitótico de hasta  4 %), mientras que en las células 

parenquimáticas, pequeñas, poco basofílicas, sólo observa proliferación 

excepcionalmente.  

La distribución de estas células es en  todo el parénquima, formando un gradiente 

antero-posterior: su abundancia es máxima en la región del escólex tras las 

ventosas, y disminuye hacia la región posterior.  Las células basofílicas se acumulan 

además en las regiones de regeneración naturales y tras la amputación experimental 
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de dos ventosas. Estudios con timidina tritiada, que demuestran la existencia de 

células proliferantes indiferenciadas en el parénquima, pero además, en la  

estructura mitótica sincitial denominada macizo apical [21] , ubicada en el extremo 

apical, sitio dónde se inicia la fisión longitudinal durante la reproducción asexual. 

Desde este sincicio  se desprenden células migrantes que luego se diferenciarían en 

una variedad de células somáticas.  

Estudios subsecuentes de autoradiografía [67] o utilizando bromodeoxiuridina [68] 

han confirmado la abundancia de mitosis en esta región, pero además se observa 

una distribución diferente de las células marcadas respecto a la descripta por Hess 

[21,22]. Esta distribución muestra una abundancia preferencial en la región de los 

cordones nerviosos, y en células diferenciadas del tegumento. Estas discrepancias 

probablemente pueden ser atribuidas a diferentes tiempos de incubación (24 horas 

en los estudios más recientes, en un único pulso sin caza), que según los parámetros 

de duración del ciclo celular y de velocidad de migración en otros organismos 

relacionados [41,45,56], y a los tiempos observados por Hess (1980), podrían 

permitir la migración y diferenciación de las células marcadas en esta ventana 

temporal. 

En el marco de la Tesis de Maestría del Dr. Uriel Koziol, se realizó la 

caracterización de las células proliferantes durante el desarrollo de M. corti, y la 

posterior migración de su progenie utilizando bromodeoxiuridina [13]. Los 

resultados obtenidos demuestran que las células proliferantes en M. corti se 

encuentran en el parénquima interior, en particular en proximidad con la capa 

muscular interna. Es posible observarlas a nivel de las ventosas, órganos 

predominantemente musculares. Las células proliferantes están ausentes en el 

parénquima cortical exterior y de la región sub-tegumentaria. La renovación y 

crecimiento en estas regiones proviene a partir de las células que proliferan en el 

parénquima medular, desde donde migran. Interesantemente, durante el desarrollo 

estrobilar el número de células que llegan a estas regiones es menor, y el destino de 

la mayor parte de las células proliferantes se encuentra en las estructuras 

reproductoras. 

En la larva, son más abundantes en las regiones anteriores (escólex y cuello) 

disminuyendo su número en las regiones posteriores que no segmentan. Sin 
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embargo, en forma similar a lo descrito por Smith y McKerr, no se encontró que el 

macizo apical fuese una región especialmente proliferante en relación a otras 

regiones del escólex. Tras proliferar, la progenie celular migra al parénquima 

exterior y tejido sub-tegumentario donde se diferencian para contribuir a estos 

tejidos en los que no existen células proliferantes. Durante el desarrollo a la forma 

adulta se observan en el cuello acumulaciones periódicas de células proliferantes, 

incluyendo una masa central en cada primordio de segmento. Esta masa 

indiferenciada es el primordio genital, que generará los órganos reproductores 

masculinos y femeninos en cada segmento (Figura  7).  

 

Figura  7-Caracterización de células proliferantes durante el desarrollo de M. corti A) Distribución de células 

proliferativas en la larva tetratiridia de M. corti. La barra representa  100um;B) Escólex representante del 

ejemplar presentada en A. La flecha indica un núcleo BrdU positivo presente en el parénquima cortical. Barra 

representa en B y C.; C) Región cercana al cuello del tetratiridio iniciando la segmentación, flechas indican 
acumulaciones periódicas de células BrdU en el parénquima medular.  D) Escólex; E) Inicio de la estrobila Las 

flechas indican núcleos BrdU en la región subtegumentaria.; F) Segmentos posteriores Las flechas indican los 
primordios genitales y los asteriscos indican primordio de los testes. Figuras tomadas de [29] 

 

Histológicamente, células con características similares a las células germinativas 

descritas de otros cestodos se encuentran presentes en el  parénquima medular de 

M. corti. Las características de las células germinativas en M. corti son similares a las 

de otros cestodos  [54–56,59], en cuanto a su núcleo voluminoso, nucléolo 

prominente, forma oval e intensa basofilia debida a la abundancia de ARN. 
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4. Marcadores Moleculares 

Las stem cell juegan roles críticos en diversos procesos, tales como renovación, 

crecimiento, reparación y regeneración de tejidos (Figura  8) [69]. El uso de 

diferentes técnicas, hibridación in situ, depleción de neoblastos por irradiación, 

ARNi, etc; ha permitido la identificación de diversos marcadores de neblastos.   

 

Figura  8- Esquema de los procesos en los que se encuentran involucrados los neoblastos. Los neoblastos 

pueden “auto-mantenerse” para mantener el número suficiente de estas células en el organismo, diferenciarse 
en células somáticas durante la regeneración y renovación de tejidos o producir células de la línea germinal. 

Modificado de[69] 

 

Estos genes,  inicialmente han sido  descriptos por análisis de genes candidatos, o 

por datos  de transcriptoma de planarias depletadas de neoblastos por irradiación  y 

de neoblastos purificados por Citometría de flujo [38,39,46,70–82].  

Para la identificación de estos genes potenciales, se ha  utilizado la irradiación 

gamma para la depleción de neoblastos. Los neoblastos de planaria son sensibles a 

la irradiación ionizante  debido a que son las  únicas células con capacidad 

proliferativa.[46,74,83–85]. Análisis de  expresión  basados en microarray en dos 

especies diferentes, comparando planarias normales e irradiadas ha permitido 

identificar una serie de genes potencialmente involucrados en la biología de los 

neoblastos [46,74] El estudio del transcriptoma de planarias depletadas de 
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neoblastos por irradiación  (S. mediterránea) ha  permitido la identificación de genes 

downregulated  bajo esta condición [86].  

Como es de esperar, ya que los neoblastos son únicas células con capacidad 

proliferativa, entre estos genes  encuentran genes involucrados en la regulación del 

ciclo celular, pero también se genes que regulan mecanismos de desarrollo en otros 

animales [52] Estos genes marcadores característicos de estas células o de sub-

poblaciones de las mismas, han mostrando la heterogenicidad de los neoblastos.   

Estudios de RNAi, han permitido encontrar posibles funciones para estos genes, 

relacionándolos con el mantenimiento, proliferación y diferenciación de estos  

neoblastos. Estos estudios han mostrado que, los neoblastos expresan 

específicamente componentes de GMP (del inglés Germline Multipotency Program, y 

de manera más general, proteínas relacionadas a regulación de expresión de genes 

[77,87]. 

Muchos de estos genes parecen tener una función importante en el mantenimiento 

de los neoblastos o en la diferenciación, incluyendo ortólogos de vasa o piwi [73,81]. 

Varios genes piwi son expresados en  neblastos de planaria, particularmente 

smedwi-1 de S. mediterranea y su ortólogo en otras especies de  planarias es el 

marcador molecular más utilizado[73,88]. 

Aunque no es muy claro el fenotipo observado para smedwi-1 en RNAi, otros 

genes piwi (smedwi-1 y smedwi-3) han mostrado, por RNAi, ser importantes para la 

diferenciación y auto renovación  de los neoblastos.  

Otros tipos de genes se encuentran expresados en neoblastos, entre ellos 

reguladores epigenéticos y factores de transcripción, así como también 

componentes de vías de señalización, incluyendo receptor FGF [39,79,81,89].  

Recientemente, Onal y colaboradores (2012), describieron en planarias ortólogos de 

los reguladores ESC de mamíferos Oct4, Sox2 y Nanog. Los transcriptomas de stem 

cell de mamíferos y planarias están muy correlacionados. Esto puede indicar la 

conservación de los reguladores responsables de la pluirpotencia entre ambos 

modelos, y más aún, la conservación entre todos los metazooarios.  

En la Tabla 1 se resumen parte de los marcadores moleculares que han sido 

estudiados. La misma se elaboró basada en las revisiones de los trabajos de Koziol, 

2009, Önal et al, 2012 y Rodríguez-Esteban et al ,2015 [29,79,82] 
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 Tabla 1- Genes marcadores de neoblastos, basada en los trabajos [29,79,82]  

Función Gen * Familia génica Patrón de expresión Fenotipo de RNAi Referencia 

Procesamiento, 

metabolismo y 

transporte de 

ARN 

DjPum 
Pumilio (unión al 

ARN, regulación 

post-transcripcional) 

Neoblastos, ganglio 

cerebral. 

Inhibición de la regeneración y 

homeostasis de renovación celular 

(neoblastos no mantenidos). 

Salvetti et al., 2005 [75] 

smedwi-1, smedwi-2, 

smedwi-3 
PIWI (Argonauta) 

Todos expresados en 

neoblastos.  Smedwi-1: 

neoblastos y progenie 

indiferenciada post-

mitótica. 

smedwi-1: casi sin efecto. smedwi-2: 

inhibición de la regeneración y 

proliferación; neoblastos 

incapaces de diferenciarse. 

Reddien, Oviedo et al. 2005; 

Guo et al., 2006; Palakodeti 

et al., 2008 [73,76,88] 

DjPiwi-1 PIWI (Argonauta) 
Subpoblación de 

neoblastos en la linea 

media del organismo. 

Efectos menores en la 

regeneración. 
Rossi et al., 2006.[38] 

smed-bruli 
Bruno (unión al 

ARN, regulación 

traduccional) 

Neoblastos, ganglio 

cerebral. 

Inhibición de la regeneración y 

homeostasis de renovación celular 

(neoblastos no mantenidos). 

Guo et al., 2006 [76] 

Dj-nos 
Nanos (co-represores 

post-transcripcionales) 

Células de la línea 

germinal (neoblastos 

acumulados en cordones 

laterales). 

Sin efecto apreciable. Sato et al., 2006 [90] 

smed-nos 
Nanos (co-represores 

post-transcripcionales) 

Células de la línea 

germinal (neoblastos 

acumulados en cordones 

laterales), probables 

células precursoras de los 

ojos durante el desarrollo. 

Eliminación de las gónadas 

masculinas. 

Handberg-Thorsager y Saló, 

2007; Wang et al., 2007 

[91,92]  

Smed-sam68L1 
SML-1 (proteína de 

unión a ARN) 
Neoblastos 

Reducción de número de 

progenie de neoblastos. Defectos 

en la regeneración 

Rossie et al.,2007 ; 

Eisenhoffer et al., 2008[46,74] 

DjCBC-1 DEAD ARN helicasa 
Neoblastos, línea 

germinal,  neuronas. 
Sin fenotipo aparente 

Yoshida-Kashikawa et al., 

2007 [50] 

Smed-THOC4 
subunidad 4 de factor 

de exportación 

ARNm THO 

Neoblastos 

Reducción de número de 

progenie de neoblastos. Defectos 

en la regeneración 

Eisenhoffer et al.,  2008[46] 
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Smed-tud1 
proteínas con dominio 

TUDOR 

Neoblastos, línea 

germinal, sistema 

nervioso central 

Reducción en el número de 

neoblastos. 
Solana et al. 2009[93] 

Procesamiento, 

metabolismo y 

transporte de 

ARN 

Smed-tud2 
proteínas con dominio 

TUDOR 
Línea germinal No estudiado Solana et al. 2009 [93] 

DjvlgA 
Vasa / PL10 (DEAD 

ARN helicasas) 

Neoblastos y progenie; 

células de la línea 

germinal 

Sin fenotipo aparente 
Shibata et al.,1999; Rouhana 

et al., 2010 [70,77] 

Smed-SmB 
Lsm (proteína de 

unión al ARN) 

Neoblastos, ganglio 

cefálico 

Reducción en el número de 

neoblastos. Perdida de la 

organización estructural de 

cuerpos cromatoides. En 

planarias en regeneración no 

generación de blastema 

Fernandez-Taborda et al., 

2010 [94] 

Smed-nf-YB 
Factor de 

transcripción 
células de línea germinal Degeneración de testes Wang et al., 2010 [95] 

Smed-dlx 
Distal-less (Factor de 

transcripción con 

homeodominio ) 

En ojo durante  

regeneración 
Inhibición de la Regeneración Lapan et al. , 2011 [96] 

Smed-sp6-9 
Sp6-9  (factor de 

transcripción con 

dedos de zinc ) 

En ojo durante 

regeneración 

Inhibición de la Regeneración  

(copa de los ojos) 
Lapan et al. , 2011[96] 

Smed-soxP-1 

Proteínas que 

contienen SRY-box 

(Factor de 

transcripción ) 

Distribución 

parenquimatica 

(neoblastos) 

Reducción en el número de 

neoblastos. 
Wagner et al., 2012 [81] 

Smed-ncoa5 Receptor nuclear Neoblastos 

Neoblastos incapaces de repoblar  

hospedador irradiado (reducción 

en el número de neoblatos) En 

regeneración, imposibilidad de 

generar Blastemas 

Böser et al., 2013 [97] 

Smed-pbx 

Factor de 

transcripción con 

homeodominio tipo 

TALE 

Neoblastos y progenie; 

ganglio cefálico. 
Defectos en la regeneración Blassberg et al., 2013 [98] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B6ser%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268775
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Smed-foxA 

Familia Forkhead 

(Factor de 

transcripción) 

Subtipo de neoblastos 
Inhibición de regeneración de 

faringe 
Adler et al. , 2014 [99] 

Ciclo celular y 

replicación 

DjMCM2 
MCM (factores de 

replicación) 
Neoblastos No estudiado Rossi et al., 2000[71] 

DjPCNA 
PCNA (abrazadera de 

la ADN polimerasa) 
Neoblastos No estudiado Orii et al., 2005 [72] 

Smed-cyclinB Ciclina B Neoblastos No estudiado 
Reddien et al., 2005, 

Eisenhoffer et al 2008 [46,73] 

Smed-RRM2-1 
Subunidad de 

ribonucleotido 

difosfato reductasa 

Neoblastos 

Reducción de número de 

progenie de neoblastos. Defectos 

en la regeneración 

Eisenhoffer et al.,  2008 [46] 

Smed-pp32a 
pp32 (fosfoproteína 

nuclear) 
Neoblastos Sin efecto apreciable. Eisenhoffer et al.,  2008 [46] 

Smed-CYCD CDK4/6 (Ciclina D) No detectado 

Reducción de número de 

progenie de neoblastos . Defectos 

en la regeneración 

Zhu et al., 2013 [100] 

Modificación 

de la 

Cromatina 

Smed-H2AZ 
Histona (variante de 

Histona H2A) 
Neoblastos No estudiado Rossi et al.,2007 [74] 

Smed-cdh4 
CHD4/Mi 

(remodelador de 

cromatina) 

Neoblastos, cerebro y 

cordones nerviosos 

ventrales 

Reducción de número de 

progenie de neoblastos . 

Inhibición de Regeneración 

Scimone et al., 2010 [101] 

Smed-hdac-1 
Histona deacetilasa 

(Remodeladores de 

cromatina) 

Neoblastos, nervioso 

Reducción de número de 

progenie de neoblastos . Defectos 

en la regeneración 

Zhu et al., 2013 [100] 

Smed-cbx-1 
Proteína con 

cromobox 
Neoblastos 

Reducción de número de 

progenie de neoblastos . Defectos 

en la regeneración 

Eisenhoffer et al.,  2008; 

Bonucelli et al., 2010 [46,102] 

Unión a ácido 

nucleico 
Smed-HMGs high mobility group Neoblastos No estudiado Eisenhoffer et al., 2008 [46] 
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Chaperonas 

Smed-Hsp60 
Proteínas de Shock 

térmico 

No detectable en 

organismos intactos. En 

regeneración se dispara 

expresión en blastema 

Inhibición de regeneración 
Fernandez-Taborda et al., 

2011[103] 

Smed-Hsp70 
Proteínas de Shock 

térmico 

Neoblastos. 

Regeneración en 

blastema y post-blastema 

Inhibición de regeneración 
Fernandez-Taborda et al., 

2011 [103] 

Comunicación 

celular 

DjFGFR-1 

Receptor de FGF 
(Fibroblast Growth 

Factor). 

ARNm: neoblastos, 

ganglio cerebral. 
Sin fenotipo aparente Ogawa et al., 2002 [89]. 

smedinx-11 
Innexinas (forman 

uniones comunicantes 

entre células) 

ARNm: neoblastos, y 

progenie post-mitótica 

Inhibición de la regeneración y 

homeostasis de renovación celular 

(neoblastos no mantenidos). 

Guo et al., 2006 [76] 

Smed-egfr-3 
Receptor de factor de 

crecimiento 

epidérmico 

Cabeza, faringe y menor 

expresión en ganglio 

cefálico. Durante 

regeneración en 

blastemas 

Defectos en la formación de 

blastemas 
Fraguas et al., 2011[104] 

Otras 

Smed-msh-2 
MMR (Reparación de  

Mismatch en el ADN) 
Neoblastos y progenie 

Ventaja de supervivencia de la 

población de neoblastos en 

presencia de daño de ADN 

Hollenbach et al., 2011 [105] 

Smed-lst-8 
Componente de 

mTORC1 
Neoblastos 

Defectos en la formación de 

blastemas 

Gonzalez -Esteves et al., 2012  

[106] 

Smed -smg-1 PIKK (kinasa) 

Expresado en células del 

parénquima (incluyendo 

neoblastos) ,ganglio 

cefálico, 

En organismos intactos, 

acumulación de neoblastos y 

progenie  e invasión espacial de 

estos neoblastos. En  planarias en 

regeneración, acumulación 

descontrolada de neoblastos y 

progenie en blastemas 

González-Estévez et al. , 

2012 [106] 

Smed-jnk MAPKs kinasas Subtipo de neoblastos Inhibición de regeneración 
Almuedo-Castillo et al., 2014 

[107] 
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Smed-tert 
TERT (subunidad 

enzimática de la 

telomerasa) 

Neoblastos, línea 

germinal 

Reducción de actividad 

telomerasa (en planarias sexuales) 
Tan et al., 2011 [108] 

Smed- tor TOR (protein kinasa) 

Expresión ubicua en 

neoblastos  y tejidos 

diferenciados 

Reducción de actividad mitótica. 

Disminución de la expresión  de 

neoblastos y progenie. EN 

planarias en regeneración , 

imposibilidad de generar 

blastemas 

González-Estévez et al. , 

2012  [106] 

* 

Dj (Dugesia japónica) 

Smed (Schmidtea mediterranea) 
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Poco se sabe sobre la expresión génica de células germinativas en cestodos, pero el 

análisis de los genomas de Cestodos y Trematodos han mostrado que importantes 

componentes de GMP, como ortólogos de piwi, vasa y tudor (grupo 9) han sido 

perdidas en estos linajes [109].Esto sumado a la falta de cuerpos cromatoides en 

cestodos, implica la existencia de diferencias importantes con los neoblastos de 

planaria.[110]. Es posible que, en las células germinativas de Cestodos y 

Trematodos, otros genes paralogos de Argonauta, DEAD box helicasas junto con 

proteínas de la familia de genes 9, pueden realizar funciones similares a piwi, vasa u 

genes tudor.  

En trematodos, la existencia de neoblastos-like ha sido demostrada,  en células del 

parénquima de adulto y de la larva en S. mansoni. Parálogos de piwi (sm-ago2-1) y 

vasa (sm-vlg-3), son expresados específicamente en estas células tipo neoblasto y 

tienen roles importantes en su mantenimiento [80,111]. Además, al menos un 

receptor FGF es expresado específicamente neoblastos y es esencial para su 

mantenimiento indicando relaciones comunes ente planaria y S. mansoni [80]. 

 

4.1.
˚˚˚˚

 pL10, DEAD-box RNA helicasa ATP dependiente  

Las DEAD box helicasas pertenecen a la superfamilia 2 de helicasas (SF2), esta 

superfamilia representa la mayor familia de helicasas en eucariotas y consiste en 

muchas familias de proteínas bien definidas. El gen pL10, pertenece a la familia de 

DEAD box helicasas.  

Esta familia se encuentra caracterizada por la presencia de 12 motivos conservados 

que permiten su clasificación [112,113]. De acuerdo a esta,  las proteínas DEAD 

box y familias relacionadas DEAH, DExHy DExD se refieren comúnmente como 

familia de helicasas DExD/H.  Estas familias relacionadas pueden ser distinguidas 

de las DEAD box por variaciones en estos motivos conservados. Estos motivos se 

agrupan en un core central de 350-400pb, con extremos amino y carboxy terminales 

variables [114]. Estos motivos se encuentran involucrados en la unión e hidrolisis 

del ATP (actividad ATPasa), actividad helicasa y su regulación [114,115]. 

La familia DEAD lleva el nombre derivado de la secuencia DEAD (Asp-Glu-Ala-

Asp) presente en el  motivo Walker B.  
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Figura  9- Motivos característicos en  proteínas DEAD-box. En la figura se muestra la secuencia conservada de 

los motivos característicos de proteínas DEAD – box, comparados con la secuencia consenso de SF2. Figura 

tomada de [116] 
 

Estructuralmente presentan un plegamiento similar al de proteínas con dominio 

tipo RecA. La determinación de estructura cristalográfica, muestra que 

presentan  dos dominios globulares unidos, conteniendo generalmente 5 hojas   y 

5 hélices Figura  10El dominio amino terminal, contiene los motivos de unión 

al ATP (Q, cuando está presente; I y II); los motivos  de hidrolisis del ATP (mot 

III) y motivos de unión al ARN (Ia y Ib).  El carboxy terminal contiene los motivos 

de unión al ARN (IV y V) y el VI que puede coordinar la actividad de 

desenrrollamiento y la actividad ATPasa. Las secuencias que flanquean la región 

del core son las más variables, permitiendo interacciones adicionales con los 

sustratos o cofactores; o bien confieren actividades adicionales [114].   
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Figura  10-  Estructura cristalográfica de proteína DEAD box Mj DEAD.En la figura se señalan los dos 

dominios. Los distintos motivos se señalan de la siguiente manera:  motivo Q en salmón, el motivo I en azul, 

motiivo Ia en violeta, motivo Ib en rosa, motivo II en rojo,motivo III en amarrillo, motivo IV en verde, motivo 
V en violeta claro, motivo VI en turqueza. Modificado de [114]. 

 

Las proteínas DEAD se encuentran presentes en casi todos los organismos y en  

muchos de ellos cumplen importantes funciones. En eucariotas, están involucradas 

en todos los procesos que tienen que ver con el ARN, incluyendo splicing, 

exportación nuclear, degradación y traducción. Además se cree que juegan un rol 

en la regulación del desarrollo.  En procariotas están involucradas con la biogénesis 

del ribosoma, iniciación de la traducción y el decaimiento del ARN. Haciendo de 

estas proteínas jugadores cruciales en las adaptaciones  y respuestas al estrés del 

ambiente [115,117]. 

Entre las proteínas DEAD box, las proteínas Vasa y pL10 son muy similares entre 

ellas.  La secuencia de aminoácidos de las proteínas pL10 se encuentra altamente 

conservada desde levaduras a humanos [118].  

El gen DED1 de levadura, es requerido para la iniciación de la traducción en casi 

todos los ARN mensajeros, y proteína pL10  de ratón puede rescatar el fenotipo de 

una levadura  con una delección ded1 [119]. Estos resultados indican que DED1 y 

pL10 son homólogos funcionales y que la función de genes pL10-like se encuentra 

conservada entre los eucariotas. Pese a que pL10 se expresa durante la 

espermatogénesis en ratón [120], otros pL10 relacionados como  DEAD2 and 
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DEAD3 en ratón, y pL10 en zebrafish, son expresados en una variedad de tejidos 

[121–124]. Por lo que genes relacionados con pL10 pueden presentar diversas 

funciones.  

Los genes vasa solo han sido reportados en metazoarios [95,124–138]. Se ha visto 

que  el ARN mensajero de los productos de los genes relacionados con vasa se 

localiza en las células de la línea germinal. En algunos casos, por ejemplo vasa de 

Drosophila,  glh-1, glh-2 and glh-4  en Caenorhabditis elegans, y la proteína  XVLG-1 de  

Xenopus se ha visto que se encuentran involucradas en la formación y 

mantenimiento de la línea germinal. [126,135,139]. 

La similitud de la secuencia de las proteínas relacionadas a vasa y pL10 y la 

existencia restringida de vasa a los metazooarios siguiere  que el antecesor de los 

genes  vasa es derivado de un gen antecesor relacionado con pL10 adquiriendo una 

especificidad en la línea germinal. Sin embargo, no se sabe si los genes relacionados 

con vasas están involucrados en la formación de la línea germinal en metazooarios 

inferiores [140]. Recientemente, Tsai et al. (2013), ha reportado que Trematodos y 

Cestodos carecen de marcadores moleculares característicos de células madre, 

como lo genes piwi y vasa. En lugar del gen vasa, presentan al menos dos copias de 

pL10, y  estos autores proponen que estos genes estarían cumpliendo la función de 

genes vasa en estos organismos [109]. 

Los trematodos S. mansoni and Clonorchis sinensis, y el Monogeneo, Neobenedenia 

girellae, codifican para una helicasa DEAD –box que puede ser asignada a la 

familia de pL10 [109,141,142]. Los análisis de expresión de los genes helicasa  

Smvlg2 de S.mansoni y Ngvlg2 de N. girellae, revelan que éstos presentan expresión 

especifica de la línea germinal. [142,143].  El silenciamiento por ARN interferencia 

(ARNi) del gen Ngvlg2, lleva a la perdida de células de la línea germinal, indicando 

que estos genes juegan un rol durante el desarrollo de la línea germinal [110,142]. 

Estos hallazgos sugieren que las vías asociadas a células madre en platelmintos 

parásitos puede estar altamente modificada [109].  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsai%20IJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23485966
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4.2.
˚˚˚̊

 Genes pumilio.  

Las proteínas pumilio son miembro de la familia de proteínas de unión al ARN 

conocidas como familia PUF. Las proteínas PUF constituyen una familia  

conservada evolutivamente de represores post-transcripcionales, presentes desde 

levaduras hasta humanos y plantas. Se encuentran caracterizadas por la presencia 

de un dominio C-terminal altamente conservado, denominado PUM-HD  (del 

inglés Pum Homology Domain;)[144,145]. Las proteínas PUF se unen a motivos de 

secuencia en la región 3´UTR de blancos de ARNm específicos y reprimen su 

traducción.  

El dominio PUM-HD consiste en ocho repetidos imperfectos colocados en tándem 

de 36 aminoácidos más regiones N y C- terminales flankeantes, llamadas Csp-1 y 

Csp-2 respectivamente. Estas regiones flankeantes también muestran similitud 

menor con los  repetidos por lo que también se les llama repetido 1 y 8 (Figura  11).  

Típicamente, el dominio PUM –HD se ubica en la región C- terminal de la 

proteína, existiendo grandes regiones de secuencias repetitivas poco conservadas en 

la región N- terminal [144,146,147]. 

Estructuralmente, cada uno de los repetidos del PUM-HD conforma una unidad 

estructural compacta, y los diferentes repetidos tienen un plegamiento muy similar 

entre sí, conformado por tres alfa-hélices. La  cara cóncava, interactúa con el ARN 

[148] y está conformada por la sucesión paralela de las hélices número 2 de todos 

los repetidos. La hélice 2 es la más conservada evolutivamente [144,148], y 

mutaciones en la región N-terminal de la misma afectan la unión al ARN 

blanco[149]. La cara convexa está conformada por la hélice 3 de cada repetido, e 

interacciona con varios factores proteicos requeridos para la función de proteínas 

Pum. Es relativamente lisa, excepto por la protrusión de un pequeño loop entre los 

repetidos R7 y R8 ( Figura  11). revisado por [29] 
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Figura  11- Dominio PUM- HD. A) Alineamiento de los residuos de la hélice 2 de cada repetido PUF. B) 

Estructura del dominio PUM-HD de la proteína HsPum 1 en complejo con el ARN NRE. R1 a R8 indican los 

repetidos sucesivos, y R1´y R8`los motivos Csp-1 y Csp-2 respectivamente. Los repetidos están coloreados en 

forma alternada de azul y amarillo. Además, se encuentran representadas las cadenas laterales de los residuos 

en las hélices número 2 de cada repetido que interaccionan directamente con el ARN. La flecha indica el loop 

que protruye entre R7 y R8. Modificado de [29] 

 

Las proteínas PUF reconocen secuencias  específicas, conocidas como elemento de 

reconocimiento NRE (nanos response element) presente en el 3´UTR de mensajeros 

blanco. El primer NRE descripto fue identificado en el 3´UTR del factor de 

transcripción hunchback (hb) compuesto por la secuencia 5´UGUANAUA 3´[150]. 

La conservación de las características bioquímicas y genéticas de la función de los 

miembros de la familia PUF han sido reveladas a partir de estudios de organismos 

modelo. Las proteínas Pumilio de todos los  eucariotas investigados son capaces de 

unir el NRE del 3´UTR de hunchback de D. melanogaster, demostrando la alta 

conservación en la especificidad de unión [151–158].  
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 La interacción de varios factores proteicos con Pum se encuentra conservada en 

diferentes modelos. La interacción entre Pum y homólogos de Nanos de D. 

melanogaster es una de las más caracterizadas. Nanos es una proteína con una región 

C-terminal conservada, compuesta por dos dedos de Zinc, a través de la cual 

interacciona en forma inespecífica con el ARN [145] y con Pumilio [159].  

La proteína pumilio de Drosophila Pum es requerida para la segmentación 

apropiada de la parte posterior y la formación del abdomen en embriones 

tempranos. Además es necesaria para el establecimiento de un gradiente antero- 

posterior de la transcripción del factor hb, el cual se encuentra ausente en la región 

del polo posterior del organismo, permitiendo la formación de  los 8 segmentos 

abdominales. Pumilio se une a NRE dentro de la región 3 ´UTR del ARNm de hb, 

y causa el arresto traduccional, reprimiendo la traducción de  ARNm de hb, solo en 

la región posterior del embrión, dado su asociación con la proteína dedos de zinc, 

Nanos (nos) junto con la interacción de Bruno (Brat) Nos es reclutada por 

PUM/NRE para formar un complejo cuaternario consistente con PUM, ARNm de 

hb, nos y Brat [159]. Este complejo promueve la deadenilación  del mensajero del 

gen hb e inhibe la síntesis de la proteína. Pum también puede reprimir la traducción 

de hb por un mecanismo secundario independiente de polyA, probablemente por 

interferencia con factores de iniciación de la traducción. Interesantemente, el 

dominio de unión al ARN, PUM-HD, es suficiente para cumplir la función de 

PUM y el solo es capaz de unir ARN.  

Otros factores proteicos con los que interactúa Pum en diferentes animales suelen 

ser también proteínas de unión al ARN (en muchos casos con funciones de 

regulación traduccional conocida), como ser Brat y Ccr4 en D. melanogaster [160–

162], DAZ y DAZL en humanos [163] y CPEB en C. elegans y en oocitos de 

Xenopus [155,164]. 

Si bien las funciones biológicas de las proteínas PUF son muy variadas, incluso 

para una única proteína, se ha planteado que su función ancestral en los metazoos 

es el mantenimiento de la proliferación y pluripotencialidad en células madre[144]. 

En D. melanogaster, Pumilio es requerido para mantener la proliferación y evitar la 

diferenciación anticipada de las células de la línea germinal, así como para su 

desarrollo y migración [165–168]. El desarrollo correcto de las células germinales 
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en D. melanogaster depende, al menos en parte, de la represión del ARNm de la 

ciclina B en las células germinales primordiales mediada por Pumilio y Nanos, que 

evita divisiones prematuras de las mismas [161]. Pumilio interactúa también con el 

ARNm de la ciclina B de Xenopus laevis [155]. Roles similares han sido encontrados 

para PUF-8 y FBF-1/2 de C. elegans [169–172], y para DjPum de Dugesia japonica.  

La expresión de proteínas Pumilio no suele ser exclusiva de células madre, dada la 

gran variedad de funciones que cumplen. Sin embargo, una expresión preferencial 

en células germinales y otros tipos de células madre, y en el sistema nervioso, ha 

sido caracterizada para algunos organismos [75,163,173]. La expresión en células 

germinales ha sido confirmada en otros modelos como Drosophila melanogaster y 

Caenorhabditis elegans (ver los párrafos anteriores).  

Otras funciones de proteínas PUF son muy variadas, e incluyen la regulación de la 

excitabilidad, dendritogénesis y otros detalles de la fisiología neuronal en 

mamíferos y en Drosophila [174–180]. En C. elegans, que posee una gran cantidad  de 

proteínas PUF, se han descrito otros roles como el cambio en la línea germinal de 

C. elegans entre la producción de espermatozoides y la producción de oocitos [181], 

y el desarrollo de la vulva [182] y de la hipodermis [183]. En Drosophila, pumilio 

fue caracterizado originalmente por su efecto maternal en la represión de los 

ARNm de hunchback y bicoid durante el establecimiento del gradiente 

morfogenético antero-posterior en embriones [184–187].  Estudios de la asociación 

de proteínas PUF con ARNm a gran escala muestran el gran número de ARNm 

con los que cada proteína interactúa, sugiriendo un número aún mayor de 

funciones [188,189]. Por ejemplo, en el caso de Puf3p de S. cerevisiae, este tipo de 

estudios demostró la asociación de la proteína principalmente con ARNm 

codificantes para proteínas mitocondriales, lo que llevó a la caracterización del rol 

principal de esta proteína como un regulador de la biogénesis y actividad 

mitocondrial [188,190,191]. 

En el caso particular de M.corti, Koziol et al, (2008)  describen dos secuencias 

parciales correspondientes al dominio PUM-HD en este organismo Pum 1 y Pum 

2. La expresión de estos genes se da a lo largo de todo el desarrollo entre el estadio 

larval y el estadio adulto. La expresión se observa en varios tejidos pero 

preferencialmente en lo primordios de los testes y genitales y en las células 
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proliferantes. Estos resultados obtenidos durante la realización de la  Tesis de 

Maestría  del Dr. Uriel Koziol,  sugieren que existe  una expresión preferencial de 

los genes pumilio en las células proliferantes, pero no serían marcadores 

moleculares exclusivos de las mismas (Figura  12) [29] 

 

 

Figura  12-  Patrones de Expresión de Pumilio de M. corti. A) Hibridación in situ  con sonda antisense para 

McPum1.  Corte longitudinal de tetratiridio iniciando la segmentación  en la región del cuerpo. Las flechas 

indican los primordios de los testes. En el inserto de la figura, se muestra la expresión en el primordio genital 

tardío. B)   Hibridación in situ con una sonda antisense para McPum2. Corte longitudinal de tetratiridio iniciando 

la segmentación en la región del cuerpo.  En la figura se observa la  expresión de McPum2  en otros tejidos; es 

importante notar las células fuertemente positivas en la región de los cordones musculares internos, indicadas 

por flechas Figuras modificadas de [29] 

 

Durante el desarrollo de la Tesis de Maestría del Dr. Koziol, aún no se disponía 

con la cantidad de genomas con los que contamos actualmente. Koziol realizó una 

búsqueda para determinar la presencia de estos genes. Para ello, realizó una 

búsqueda por  RT-PCR en varias especies de platelmintos incluyendo secuencias de 

Cestodos, Trematodos y Tricladias y una búsqueda in silico, en bases de datos de 

EST y en los  genomas que  sí se encontraban disponibles  (E. multilocularis, S. 

mansoni, S.mediteranea) Sus resultados muestran que, en las especies de Tricladia 

estudiadas existe únicamente un gen con dominio PUM-HD, mientras que en las 

especies de platelmintos parasitos hay dos genes con dominio PUM-HD [29]. Estas 

secuencias forman dos clados completamente separados, PlathPum1, con 

secuencias de todas las especies y PlatyPum2, compuesto exclusivamente por 

secuencias de especies parásitas [11]. 
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1. Hipótesis  de Trabajo 

En M.corti y otros Cestodos existen las células proliferativas,  siendo estas  las 

únicas con capacidad de dividirse  o proliferar, por lo que creemos que van existir 

genes que se expresen específicamente en estas células que servirían como 

marcadores de las mismas. 

 La hipótesis en la cual se basa este trabajo, es que los mecanismos celulares y 

moleculares del desarrollo se conservan evolutivamente, lo que hace probable que 

se encuentren mecanismos similares a otros organismos en parásitos. 

La caracterización de estas células puede aportar en la comprensión de la biología 

parasitaría y su eventual control. 

2. Objetivo 

2.1.
˚˚˚˚

 Objetivo general 

Contribuir al conocimiento y la caracterización de las células germinativas de 

cestodos mediante su aislamiento y cultivo. Evaluar el rol funcional de los 

marcadores moleculares en estas células.  

2.2.
˚˚˚̊

 Objetivos específicos 

1.- Identificar y aislar las células proliferativas para su caracterización. 

2.- Investigar si pL10 y pumilio son marcadores moleculares de las células 

proliferativas de M. corti.  

3.- Estudiar su rol en el mantenimiento y diferenciación de las células proliferativas 

utilizando  interferencia de ARN.  

 

Para cumplir con estos objetivos específicos,  nos planteamos las siguientes 

actividades: 

1. Realizar la caracterización morfológica y molecular de los distintos tipos 

celulares, utilizando microscopía confocal, electrónica de transmisión, 

técnicas moleculares, histoquímica e inmunohistoquímica.  



Objetivos Aislamiento, cultivo y caracterización de células proliferativas 
de M.corti  

  

 
43 

 

2. Aislar células proliferantes o germinativas de M. corti 

3. Optimización del cultivo de células germinativas  de M. corti  

4. Aislar el gen pL10 de M. corti. 

5. Determinar la expresión los marcadores moleculares de las células 

germinativas. 

6. Realizar análisis bioinformáticos para determinar la estructura de los genes 

marcadores  de estas células y análisis filogenéticos de los mismos,  

utilizando la información disponible en  los genomas de parásitos 

recientemente secuenciados. 

7. Realizar estudios funcionales mediante ARN interferencia para inferir el rol 

de los genes pumilio y pL10.  
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3. Estrategia Experimental  

En la Figura  13 se ilustra el esquema experimental empleado en el transcurso de 

esta tesis. 

 

Figura  13- Esquema de estrategia experimental empleada en esta Tesis. 
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1. Obtención de Material  Parasitario.  

1.1.
˚̊ ˚̊

 Cultivo de M. corti 

La cepa de M. corti estudiada fue obtenida originalmente por Specht y Voge (1965). 

Los tetratiridios de M. corti fueron mantenidos mediante pasajes sucesivos en la 

cavidad peritoneal de ratones por Jenny Saldaña y colaboradores en el Laboratorio 

de Experimentación Animal de la Facultad de Química- Universidad de la 

Republica.   

Para el cultivo in vitro de M. corti, los ratones fueron sacrificados mediante 

dislocación cervical en acuerdo con la reglamentación vigente por la  CHEA. Se 

extrajeron los tetratiridios en condiciones de  esterilidad mediante el lavado de la 

cavidad peritoneal con solución de Hanks (Apéndice 1). Los tetratiridios recogidos 

fueron lavados cinco veces con solución de Hanks estéril, y cultivados en placas 

con medio RPMI 1640 modificado (RPMI mod; Apéndice 1) con 10 % de suero 

fetal bovino (SFB; PAA pantech) en estufa incubadora a 37 º C en una atmósfera con 

5 % CO2.  En ocasiones los tetratiridios fueron almacenados en solución de Hanks 

a 4 º C por hasta 2 semanas antes de iniciar su cultivo. Se cultivaron 

aproximadamente 400 a 500 l de tetratiridios por cada 15 ml de medio.  Se 

cambiaron dos tercios del medio de cultivo cada 48 a 72 horas. 

Para  inducir el desarrollo estrobilar, se añadió al medio, tras dos días de cultivo, 

Taurocolato de Sodio (TC; Sigma-Aldrich; 1 mg/ml concentración final), 

manteniendo la concentración de TC durante los cambios de medio. Esto es una 

modificación del método reportado por Britos (2000). En estas condiciones, el 

desarrollo estrobilar es aparente a los  7 -10 días de cultivo tras la inducción con 

TC.  Los cultivos fueron realizados con la colaboración del Dr. Uriel Koziol,  la 

Mag. Alicia Costábile y  la Lic. Serrana Estrade.  
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1.2.
˚˚˚̊

 Extracción de ARN  

Los organismos obtenidos de los cultivos in vitro se lavaron 3 veces en PBS 

(Apéndice1) y se congelaron a -80°C en Trizol (Sigma – Aldrich). Se utilizó 1ml de 

Trizol por cada 100μl de parásitos. Los mismos se  disgregaron mecánicamente con 

homogeneizador y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación,  se agregaron 0.2ml de cloroformo y se incubaron a temperatura 

ambiente 5 minutos. Se centrifugó 15 minutos a 12000xg a 4°C y se recuperó la fase 

acuosa en un nuevo tubo. Se precipitó el ARN con 0.5 volúmenes de isopropanol 

incubando 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugando durante 15 minutos a 

12000xg a 4°C.  El ARN  se resuspendió en 30μl de agua mQ fresca. Se almacenó a 

-80°C hasta el momento de su uso. 

Se eliminó el ADN remanente por digestión con DNAsa RQ1 (Promega). Se realizó 

en una reacción de 100μl de volumen final conteniendo 15μl de ARN 

(aproximadamente 5μg), buffer 1X, 10 unidades de enzima y 100 unidades de 

inhibidor de RNasas (Ribolock RNase inhibitor,  Fermentas  o RNase Inhibitor, Applied 

Biosystems). Se incubó 60 minutos a 37°C y a continuación a 65°C durante 10 

minutos con Stop Solution. Se agregó un volumen de cloroformo y se recuperó la 

fase acuosa. Se precipitó el ARN durante toda la noche a -80°C con 0.1 volúmenes 

de LiCl 4M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. Se centrifugó 20 minutos a 

12000xg a 4°C y se resuspendió en 15μl de agua mQ fresca y se almacenó a -80°C 

hasta el momento de su uso.  

Se verificó la integridad del ARN mediante análisis en gel de agarosa (ver punto 

2.1) y se cuantificó mediante espectrofotometría a 260nm. 

Todo el material utilizado fue tratado con DEPC 0.1% y se utilizaron reactivos 

libres de RNasas. 
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1.3.
˚˚˚˚

 Retrotranscripción de ARN  

La síntesis de ADNc se realizó a partir de 1g de ARN total utilizando 400 

unidades de SuperScript II ® RT (Invitrogen), en presencia de 40 unidades de 

inhibidor de RNAsas (RNAsa out, Invitrogen), utilizando 500 ng de Oligo dT 

(Fermentas), según indicaciones del fabricante.  Se utilizaron muestras  de ARN 

provenientes  de diferentes etapas del desarrollo estrobilar de M.corti. 

1.4.
˚˚˚˚

 Preparación de material para estudios histológicos 

1.4.1. Preparación de organismos para Hibridación in toto de ARN 

Se fijaron ejemplares de M. corti en distintos estadios del desarrollo estrobilar 

durante 30 minutos en PFA 4% diluido en PBS, a temperatura ambiente, y se 

lavaron durante 5 minutos con PBSTx (Apéndice 1). Se incubaron en solución 

reductora (Apéndice 1) durante 10 minutos a 37°C y se lavaron durante 5 minutos 

en PBSTx. Se deshidrataron incubando a temperatura ambiente en metanol 50% 

diluido en PBSTx y metanol 100% durante 10 minutos cada uno. Se almacenaron a 

-20°C hasta el momento de su uso.  

1.4.2.  Preparación de organismos para inmunohistoquímica  

Se fijaron ejemplares con 5 días de cultivo toda la noche a 4°C en PFA 4% diluidos 

en PBS y se  lavaron 3 veces con PBS durante 15 minutos con agitación. A 

continuación se deshidrataron por incubación en soluciones de concentración 

creciente de etanol diluido en PBS (30%, 50%, 75% y 100%) durante 15 minutos 

con agitación. 

Luego se  procesaron para inclusión en bloque de parafina. Para ello,  se incubaron  

2 veces con isopropanol durante 15 minutos y se realizó un pasaje por 

Paraplast:isopropanol 1:1 durante 40 min a 60°C.  Para  finalizar, se incluyeron en  

Paraplast  puro y se realizaron cortes con micrótomo de 10m de espesor.  Se 

almacenaron a 4°C hasta su utilización. 
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2.  Electroforesis de Ácidos nucleicos 

2.1.
˚˚˚˚

  Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa 

Para el análisis de ácidos nucleicos se realizaron geles de agarosa al 1% en buffer 

TAE 1X (Apéndice 1). Para la siembra de las muestras se utilizó el buffer de carga 

6X descrito en el Apéndice 1.  

En el caso de geles para el análisis de ARN se utilizaron reactivos libres de RNasas 

y soluciones preparadas con agua tratada con DEPC. 

La visualización se realizó mediante exposición a luz ultravioleta junto a la adición 

al gel de distintos agentes intercalantes: Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich), 

GelRedTM (Biotium) o SYBR ® Safe. Los geles fueron fotografiados con una cámara 

fotográfica acoplada a un transiluminador de luz ultravioleta.  

3. Suspensiones celulares  

3.1.
˚˚˚˚

 Células Fijadas: Glicerol Acético Agua 

Este protocolo se  utilizó en los experimentos para determinar las características 

morfológicas de los distintos tipos celulares de M. corti.    

Los especímenes fueron cultivados durante 6 días según el protocolo descripto en la 

sección 1.1.  Los especímenes se lavaron 3 veces en PBS y  se colocaron en una 

solución de macerado que contiene Glicerol, ácido acético y agua en una 

proporción 1:1:13 respectivamente, durante toda la noche a 4°C (protocolo 

modificado de [192].  Al día siguiente los ejemplares,  se  disgregan totalmente con 

pipeta pasteur, las células fueron  diluidas 1/10 en solución de macerado y 

adheridas  en portaobjetos silanizados (SilanePrep slides, Sigma-Aldrich).  

3.2.
˚˚˚̊

 Células Viables : Tripsina- EDTA  

Las suspensiones celulares se llevaron a cabo a partir del cultivo in vitro de 200l  de 

larvas,  durante 6 días en 6ml de RPMI modificado según lo descripto en la sección 

1.1. 



Materiales y Métodos Aislamiento, cultivo y caracterización de células proliferativas 
de M.corti  

  

 
50 

 

Las larvas se  lavaron 2 veces en PBS suplementado con 2 mM EDTA (PBS-

EDTA). Posteriormente  los tetratiridios se  cortaron  con bisturí en placa de Petri 

en un volumen mínimo de PBS -EDTA.  A continuación fueron incubados en  

horno de hibridación con agitación (45 strokes/minutos) con una solución 0.1%  de 

Tripsina en PBS -EDTA a 37 º C durante 10 minutos. Con el mazo de un mortero 

las larvas fueron disgregadas  suavemente sobre una placa de Petri y colocadas en 

agitación  5 minutos  con una barra magnética a mínima velocidad a temperatura 

ambiente. La disgregación completa de las suspensiones se logró utilizando pipeta 

pasteur y posteriormente se agregó suero fetal bovino al 1% para inactivar la 

tripsina. 

Los restos celulares se dejaron sedimentar y las células se colocaron en otro tubo. 

Finalmente,  las células se  centifugaron a 4000 rmp durante 5 minutos y se 

resuspendieron a la densidad celular adecuada (106 células /ml).  

El PBS-EDTA puede ser sustituido por RPMI suplementado con 2mM de EDTA  

para la preparación de células vivas que son utilizadas para el aislamiento de las 

células por citometría de flujo y cultivo in vitro. 

4. Identificación de tipos celulares en M.corti  

En esta sección se describen los tipos de tinción con diferentes colorantes con el fin 

de identificar los tipos celulares de M.corti.  

En todos los casos las suspensiones celulares fueron obtenidas  según el siguiente 

esquema: 
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4.1.
˚̊ ˚̊

  Ensayo de Proliferación celular utilizando Click-iT® EdU Alexa 

Fluor® 594 (Thermo Cientific) 

En este ensayo,  el análogo de timidina EdU es incorporado al ADN recién 

sintetizado   y luego puede ser revelado y  detectado por microscopia de 

fluorescencia. Para ello,  los tetratiridios fueron incubados con  20M de EdU 

durante 4hs.  

Posteriormente se procede a realizar el revelado según instrucciones del  fabricante. 

Brevemente, los ejemplares se fijaron en  PFA 4% durante 20 minutos, se lavaron 3 

veces  con 3% BSA en PBS durante 5 minutos. Se permeabilizaron con 0.5% tritón-

X100 en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. En paralelo se prepara el 

cocktel de  reacción (volumen final 500l) según instrucciones del fabricante, 

utilizando 430l de 1X Buffer de reacción Click-iT® EdU, 20 l de CuSO4 , 1,2 l 

Azida Alexa Fluor® 594 (590/615nm) ,50l de Buffer aditivo 1X Click-iT® EdU. 

Una vez finalizado el tiempo de  permeabilización, los preparados son lavados  2 

veces con  3% BSA en PBS durante 5 minutos y se agrega el cocktel de reacción, el 

cual  se incuba durante 30 minutos en la oscuridad. Nuevamente son lavados con 

3% BSA en PBS durante 5 minutos.  

En este punto se realiza la tinción con  dilactato de DAPI (1g/ml)  durante 15 

minutos en la oscuridad. Las láminas  son lavadas  3 veces con PBS por 5 minutos 

y  montadas en Anti Fade Prolong (Invitrogen). Los preparados se analizaron 

mediante microscopia de fluorescencia con microscopio Olympus, ultilizando  el 

filtro U-MNUA2 (UV, Excitación 360-370nm) para DAPI y el U-MWIG3 

(rodamina, Excitación 530-550nm) para EdU. 

  

4.2.
˚˚˚̊

  Tinción de suspensiones celulares con Whole Cellomic Stain (WCS, 

Thermo Scientific) 

WCS, es un colorante que  se une a la  superficie celular y componentes de células 

fijadas de manera uniforme, lo que permite la identificación de los límites y  forma 

de las células mediante microscopía de fluorescencia. 
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Las células son obtenidas según el esquema descripto anteriormente y el protocolo 

de tinción se detalla a continuación: Inicialmente se realizó el protocolo de revelado 

de EdU, sin realizar la tinción con DAPI (sección 4.1). A continuación,  se lavaron 

los preparados 2 veces con PBS por 5 minutos y se cubrieron con la solución de  

WCS (según instrucciones de fabricante)  e incubaron por 30 minutos a 

temperatura ambiente protegidos de la luz. Se lavaron 3 veces con  PBS por 5 

minutos y se realiza la tinción con DAPI (ver sección 4.1).  El resultado se analizó 

con microscopia de epifluorescencia   utilizando  microscopio Zeiss Axio Imager. 

Filtro UV  para DAPI, FITC para WCS y Rodamina para EdU.   

4.3.
˚˚˚˚

 Tinción de suspensiones celulares con IP 

El  IP es un colorante que se une a los  ácidos nucleicos, impermeable a la 

membrana plasmática, por lo que por general se utiliza para analizar viabilidad 

celular, pero además puede ser utilizado para teñir células y visualizar la forma de 

las mismas. 

En el caso de la tinción con IP no se realizó el revelado de EdU ya que se 

superponen los espectros de emisión y por lo tanto no  es posible la detección de 

ambas tinciones.  

Para teñir  con este colorante, las células fueron permeabilizadas  con 2 pasajes en  

0.05 % tritón en PBS durante 5 minutos e incubadas durante 15 minutos  con una 

solución de IP  2,5g/ml protegido de la luz. Finalmente, fueron  lavadas 3 veces 

con PBS por 5 minutos y se  realizó la tinción con DAPI según lo descripto 

anteriormente. Se analizó el resultado con microscopia de epifluorescencia en 

microscopio Olympus utilizando los filtros de UV para DAPI  y rodamina para IP. 

4.4.
˚˚˚˚

  Tinción de suspensiones celulares con Rojo Nilo (RN,Sigma-

Aldrich) 

 RN es una tinción lipofílica, que permite detectar la presencia de gotas lípidicas 

intracelulares por microscopia de fluorescencia.  

Las muestras se lavaron 2 veces con PBS por 5 minutos,  se incubaron con una 

solución de RN 100ng/ml, y posteriormente se realizó la tinción con DAPI 
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(sección 4.1). Se analizó los resultados con Microscopia de epifluorescencia  en  el 

microscopio Zeiss Axio Imager. Z1, utilizando el filtro  UV para DAPI y el de 

rodamina  para RN.  

4.5.
˚˚˚˚

 Inmunohistoquímica en cortes y suspensiones celulares 

Los preparados se fijaron en PFA 4%  durante 15 minutos, se lavaron 3 veces con 

PBS durante 5 minutos. Las células se permeabilizaron utilizando 2 lavados en 

0.05% Tritón diluido en PBS durante 5 minutos. Los preparados se bloquearon en 

3% BSA en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y se incubaron con la 

dilución adecuada del anticuerpo primario de interés durante toda la noche a 4°C. 

En la Tabla 2 se resumen los anticuerpos  utilizados para inmunohistoquímica en 

este trabajo.  

Después de remover el anticuerpo primario, se lavaron 4 veces en PBS durante 10 

minutos y se incubaron con anticuerpo secundario correspondiente (ver Tabla 2) 

durante 2 horas a temperatura ambiente. Nuevamente se repite el paso de lavado y 

se realiza la tinción con DAPI (sección 4.1). Se analizaron los resultados con 

Microscopia de epifluorescencia  en  el microscopio Zeiss Axio Imager. Z1. 

Tabla 2-Anticuerpos utilizados para inmunohistoquímica. 

Anticuerpo Especie de origen 
Dilución 

utilizada 
Fuente 

Anti tubulina acetilada Ratón 1/50 Santa Cruz 

Anti ribosoma Conejo 1/500 Kun et al., 2007 [193] 

Anti ratón conjugado 

FITC (anticuerpo 

secundario) 

Conejo 1/100 
Jackson 

Immunoresearch (115-
095-003) 

Anti conejo conjugado 

TRITC (anticuerpo 

secundario) 

Burro 1/100 
Jackson 

Immunoresearch (711-
025-152) 

Anti conejo conjugado 

FITC (anticuerpo 

secundario) 

Cabra 1/1000 Invitrogen  (A11034) 

 

Las suspensiones celulares preparadas se realizaron según lo descripto en la sección 

3.1, y se continúa con el protocolo descripto en los párrafos anteriores. 
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4.6.
˚˚˚˚

 Microscopia electrónica de transmisión  

Organismos con  4 días de cultivo se lavaron 3 veces en buffer PHEM  (Apéndice 1) 

durante 5 minutos y fueron fijados con Glutaraldehído (GA) al 2,5%  diluido en  

PHEM por 1 hora a 4ºC con agitación.  Los organismos fueron  lavados 6 veces en 

PHEM  y se realizó la descalcificación de los corpúsculos calcáreos utilizando 

EDTA 0,5M pH 7.2 toda la noche a 4°C con agitación. Los ejemplares fueron 

lavados  3 veces  durante 5 minutos  con PHEM y se realiza la tinción con tetróxido 

de osmio al 1 % en PHEM durante  1 hora a  temperatura ambiente con agitación. 

Nuevamente fueron lavados  6 veces durante 5 minutos con  PHEM y se procedió a 

deshidratar la muestra con pasajes sucesivos en solución de Alcohol 25,50, 70, 95, 

% durante 15minutos cada vez, con agitación.  Luego fueron lavados 2 veces 

durante  30 minutos en alcohol 100%  sin agua (alcohol con arcilla).  Para realizar  

el proceso de infiltración en resina epoxy (Apéndice 1), la muestra fue  sumergida  

en pasajes sucesivos de resina  25, 50, 75 y 100 % durante 60 minutos. Finalmente, 

la muestra quedó toda la noche en campana de extracción en resina pura. Al día 

siguiente se cambió la resina y los ejemplares se colocaron en moldes para armado 

de los bloques. Para la  polimerización  se colocaron 1 día a 40ºC y otro a 60°C. 

Cuando se trabajó con suspensiones celulares, el protocolo seguido fue el mismo 

con las siguientes modificaciones: 

Las suspensiones fueron utilizadas siguiendo el protocolo  glicerol –ácetico y agua 

(sección 3.1), entre cada punto se agregó un paso de centrifugación a 4000rpm 

durante 3 minutos para colectar las células en el fondo del tubo y se trabajó en 

eppendorf tipo beem para generar bloques que contenga las células en la punta del 

mismo.  

 

5. Citometría de Flujo y sorting celular 

5.1.
˚˚˚˚

  Análisis de ciclo celular por citometría de flujo   

Las suspensiones celulares  se prepararon según el protocolo Tripsina- EDTA 

descripto en la sección 3.2.   
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Las mismas se  fijaron en etanol 70% toda la noche  a 4°C, se lavaron en PBS-

EDTA y se resuspendieron a la densidad celular apropiada (106 células /ml). 

Aproximadamente 300.000 células fueron tratadas con 50 g/ml de Ribonucleasa 

A (Sigma – Aldrich) durante 15minutos  a 37°C y teñidas  durante 15 minutos  a 

temperatura ambiente, protegidas de la luz,  con 50 g/ml de Ioduro de Propidio 

(IP). El análisis de ciclo celular por citometría de flujo se realizó utilizando el 

citómetro de flujo CyAn (Beckman Coulter) o BD Accuri C6 (BD Biociencies).  

5.2.
˚˚˚̊

  Tinción de suspensiones celulares para separación celular por 

citometria de Flujo 

Las  suspensiones celulares monodispersas de ejemplares de M. corti  fueron 

realizadas según el protocolo descripto en la sección 3.2 

Las  células viables se  identificaron  utilizando una tinción selectiva con Calceina 

AM (Sigma-Aldrich; excitación 485 nm; emisión 530 nm), substrato de una estearasa 

intracelular, útil para determinar el volumen celular de células viables. Las células 

muertas se identificaron por su incapacidad de excluir el Ioduro de propidio (Sigma-

Aldrich, excitación 535, emisión 560–720 nm). El análisis de ciclo celular se realizó 

utilizando la tinción nuclear de ADN con Hoechst 33342 (Invitrogen; excitación 360 

nm, emisión 400–550 nm). 

La utilización conjunta de estos colorantes permite la identificación  de aquellas 

células que se encuentran en fase G0/G1 del ciclo celular, las cuales  consistirán en 

una mezcla compleja de células diferenciadas no proliferantes y de células 

proliferantes en G1, y aquellas células que se encuentran  proliferando en fases S y 

G2/M del ciclo celular.   

 Para la realización de la tinción, las suspensiones se  incubaron a 20°C durante 90 

minutos en RPMI –EDTA conteniendo 0,02 g/ml de Calceina AM. Las células se  

lavaron en PBS-EDTA y se resuspendieron a una densidad celular adecuada 

(106celulas/ml). El colorante Hoechst se agregó a una concentración final de  

5g/ml   y se incuba a 37°C durante 20 minutos.  El IP se agregó a una 

concentración de 2g/ml inmediatamente antes de realizar  el ensayo de 

citometría.   



Materiales y Métodos Aislamiento, cultivo y caracterización de células proliferativas 
de M.corti  

  

 
56 

 

5.3.
˚˚˚˚

 Análisis de ciclo celular y sorting  de células vivas 

El análisis citométrico y sorting celular se realiza utilizando High-Speed cell sorter 

MoFlo (Beckman Coulter). El análisis de los siguientes  parámetros se realiza en el 

software Summit 4.3 (Beckman Coulter): forward-angle light scatter, sideward scatter, canal 

FL 1 (530/40 band pass) para la detección de Calceina AM, canal  FL 2 (580/30 

band pass) para IP y canales  FL 7/FL 8 para determinación de  Hoechst 33342 y 

análisis de pulso para discriminación de dobletes  (pulso-área/pulso altura  en un 

rango de  450/65 nm).  

Las células se  separaron utilizando boquilla de 70nm a una tasa de 500-1500 

eventos por segundo. El modo de sorting  seleccionado es  Sort purify 1–2 drops y la 

decisión de sorting fue realizada según la siguiente estrategia de gates: Plots 

FL1/FL2 para determinación de células viables  (Calceina AM  positivas /IP 

negativas), FL7/FL8 para análisis de pulso para discriminación de dobletes y 

selección  de G2/M y G0/G1.  

Los ensayos de citometría de flujo fueron realizados  en colaboración con la Dra.   

Valentina Porro y Mag. Sabina Victoria en  la Unidad de Biología Celular del 

Instituto Pasteur de Montevideo.  

6.  Cultivo de células de M.corti  

Las células fueron preparadas según lo descripto en la sección 3.2, con las 

siguientes modificaciones:  

Las suspensiones se prepararon  a partir de 2,5ml de tetratiridios, la incubación con 

la solución de Tripsina 0.1% se realizó durante 20 minutos. Después de  la 

disgregación con pipeta pasteur, se agregó un paso de filtración de restos celulares a 

través de una malla de 30 m. Antes de recuperar las células, éstas se centrifugaron 

a 1000rpm durante 1 minuto para eliminar los corpúsculos calcáreos.  Finalmente, 

una vez recuperadas fueron resuspendidas a  una densidad celular adecuada y se  

filtraron por filtro ésteril Easy streiner de 40m.  

Debido a que las células de M. corti son muy pequeñas y difíciles de distinguir de los 

restos  celulares se vuelve muy difícil la cuantificación  directamente por 
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microscopia.  Por ello, se realizó una cuantificación por medición de la turbidez 

con un espectrofotómetro, donde 1 unidad de células del parásito, se define como la 

cantidad de células que incrementan la turbidez (Abs600nm) en 0.02 unidades  luego 

de ser diluidas 125: 10.000 en PBS. En los ensayos realizados se  plaquearon 500U  

totales de células.   

Las condiciones que se utilizaron para cultivar las células se detallan en la Tabla 3,   

donde las  condiciones reductoras hacen referencia a  suplementar los medios con 

L-Cisteína, -mercaptoetanol  y  bathocuproine disulfonic acid. 

Tabla 3- Condiciones de cultivo testeadas para cultivo de células. 

Medio  Condiciones 

Reductoras  

CO2 N2 Temperatura 

DMEM - + + 37°C 

´+ 

Liquido Hidático  - + + 37°C 

´+ 

Medio condicionado 

por Hepatocitos 

- + + 37°C 

´+ 

 

Para evaluar la capacidad  de proliferación de las células in vitro, fue realizado un 

ensayo de incorporación de EdU, previo a ser retiradas de cultivo, durante 4 hs.  Se 

retiraron alícuotas de las distintas condiciones de cultivo a las 20 y 72hs, se 

centrifugaron y resuspendieron en volumen mínimo de solución de macerado. 

Posteriormente, las células fueron adheridas y se  revela el ensayo de  EdU según 

indicaciones del fabricante (ver sección 4.1).  

Los ensayos de cultivo in vitro fueron realizados en el laboratorio del Dr. Klaus 

Brehm Institut für Hygiene und Mikrobiologie. Würzburg-Alemania, con la 

colaboración del Dr. Uriel Koziol.  

7. Estudio  marcadores moleculares de M. corti 

7.1.
˚˚˚˚

 Aislamiento del gen pL10  

Para el  aislamiento del gen pL10  se utilizaron los cebadores degenerados 

descriptos en la Tabla 4, utilizados previamente en la literatura para lograr la 

amplificación del gen vasa en otros organismos [142]. Los mismos permiten la 
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amplificación  de una región de 400 pares de bases correspondiente a  los motivos  

MACAQT y DRMLDMG. 

Tabla 4-Primer degenerados utilizados para amplificar gen pL10 

Nombre Secuencia  Codifica 

FwVasa  5′-ATGGCNTGYGCNCARACNGGN-3´ MACAQTG 

RvVasa   5′-NCCCATRTCNARCATNCKRTC-3′ DRMLDMG 

La amplificación del fragmento de interés se realizó a partir de  2 l de ADNc de 

segmentados de M.corti, F.hepatica y E.granulosus, en 25 l de reacción, bajo las 

siguientes condiciones de reacción: 1X de buffer de reacción, 2mM de MgCl2, 0.4 

mM de dNTPs, 0.8M de cada cebador, 1 unidad de taq polimerasa (Invitrogen) por 

reacción. Las condiciones de ciclado utilizadas para la amplificación se resumen en 

la Tabla 5. 

Tabla 5- Condiciones de amplificación para amplificación gen pL10.  

Etapas  Temperatura °C Tiempo  

Desnaturalización inicial  94 5 min  

Desnaturalización  94 30 seg 

Annealing 50 30 seg 

Extensión  72 1 min 

Extensión final 72 10 min  

Ciclos  35 

 

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de 

agarosa 1% en buffer TAE y visualizado por tinción con Bromuro de Etidio para la 

amplificación de M. corti, mientras que para E. granulosus y F. hepatica los productos 

de amplificación se visualizaron utilizando SYBR ® Safe.  

Los fragmentos de interés fueron  purificados utilizando Isolate PCR and Gel kit 

(Bioline) y clonados  en  vector  pGEM- T- Easy (Promega) según instrucciones del 

fabricante.  

Células competentes de Escherichia coli XL-1 Blue (Stratgene), fueron transformadas 

con las mezclas de ligación y plaqueadas en LB –ampicilina (100g/ml), X-gal 

(30g/ml) e IPTG (0.16mM).  
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El rastreo de clones recombinantes, se realizó por purificación de ADN plasmídico 

mediante el método de lisis alcalina seguida de digestión con EcoRI o   PCR 

utilizando los cebadores Fw vasa y Rv vasa. El protocolo de PCR se realizó en 15 l 

de reacción,  bajo las siguientes condiciones: 1X de buffer de reacción, 2mM de 

MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 0.2M de cada cebador, 0.5 l de plásmido y  0.5 

unidades de U-Taq polimerasa (SBS) por reacción. Las condiciones de ciclado 

utilizadas son las mismas utilizadas para la amplificación.  

Se secuenciaron  clones recombinantes para cada muestra hasta obtener un clon 

correspondiente a la secuencia del gen de interés para cada especie.  Las reacciones 

de secuenciación fueron realizadas por el servicio de secuenciación de 

MACROGEN Korea o por la Unidad de Biología Molecular del Instituto Pasteur 

de Montevideo. 

Para determinar la identidad de las secuencias obtenidas se realizó en primer lugar 

una búsqueda en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) mediante la herramienta BLAST [194]. 

Los alineamientos se realizaron con el programa ClustalX [195] y se visualizaron 

mediante el programa BioEdit [196]. Los análisis filogenéticos se realizaron con el 

programa MEGA5 [197] 

7.2.
˚̊ ˚̊

 Estudios in silico  de genes marcadores 

7.2.1. Búsqueda de genes ortólogos de pL10 y genes pumilio en  

genomas de Cestodos. 

La búsqueda de  secuencias homólogas de los genes pL10 en los genomas de los 

Cestodos: E. multilocularis E. granulosus, T. solium y H. micostoma se realizó mediante 

BLAST en la base de datos disponible en  WormBase ParaSite 

(http://parasite.wormbase.org/).    

Los alineamientos se realizaron con el programa ClustalX [195] y se visualizaron 

mediante el programa BioEdit [196]. Las estructuras génicas analizadas en el 

programa Artemis (http://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis). 

http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.sanger.ac.uk%2Fscience%2Ftools%2Fartemis&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNGjsmZMT0w3zOJZGK9Db5UCgQP4VQ
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7.2.2. Búsqueda de miembros de la familia de DEAD  en  genomas 

de Cestodos. 

La búsqueda de secuencias de genes pertenecientes a los miembros de la familia 

DEAD  en los genomas de Cestodos: E. multilocularis E. granulosus, M.corti, T. solium 

y H. micostoma, se realizó buscando genes que contengan el término DEAD en las 

anotaciones automáticas de los genomas disponibles en WormBase ParaSite 

(http://parasite.wormbase.org/).   

Los alineamientos de las secuencias obtenidas fueron alineadas con MUSCLE 

v3.8.31 [198], utilizando los parámetros por defecto.  Los análisis filogenéticos se 

realizaron con FastTree version 2.1.7 SSE3 [199], con los parámetros por defecto. 

7.2.3. Identificación de isoformas de genes marcadores pL10 y 

pumilio  

Los datos obtenidos del transcriptoma del estadio larval de  M. corti fueron 

ensamblados por la Mag. Alicia Costábile utilizando el pipeline TUXEDO. El 

mismo asigna dos identificadores a un transcripto, Nombre del gen y nombre de la 

isoforma correspondiente. Si hay existencia de reads que apoyen una isoforma 

diferente al modelo génico se ensambla un nuevo transcripto.  

Para realizar la búsqueda de las isoformas, se realiza una búsqueda de los genes en 

base a su nombre de gen asignado  y se interroga la cantidad de transcriptos que 

fueron ensamblados.  

7.3.
˚˚˚˚

 Análisis de expresión por PCR a tiempo final de genes pumilio y 

pL10   

Para estudiar cómo se expresan los genes pumilio y pL10 durante el desarrollo 

estrobilar se realizaron reacciones de PCR utilizando como molde ADNc de  

M.corti, obtenido según lo descripto en sección 1.3, a diferentes etapas del desarrollo  

(0, 2, 4, 6,8, 10  días de cultivo).  

Las reacciones de PCR fueron realizadas con Taq polimerasa (Invitrogen) en las 

condiciones descriptas anteriormente (sección 7.1), utilizando 1g de ADNc para 
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cada caso. Los cebadores y las condiciones de amplificación se detallan en la Tabla 

6. 

Tabla 6- Cebadores y condiciones de amplificación utilizadas para PCR semicuantitativa durante desarrollo de 
M.corti  

 Fw (5 ´    3´) Rv (5´     3´) 

Pum1  ATCATATGCCAGAACGGAGTCGCCTAC  ATGGATCCTCACTTCAAGTAGTATTTCTCCATCTTGC 

Pum2  ATCATATGGGGGTTCCTGTTAGCAGAAGCCAG ATGGATCCTCAACCACCTGTTAGCAGAAGCCAG 

pL10 
 

ATGCGGTCGGCTTCATC TTAATACGACTCACTATAGCGCCTTCTTGATACCGTTCT 

Programa 
amplificación 

Pum 1 y Pum 2  pL10 

Etapas  Temperatura °C Tiempo   Temperatura 
°C 

Tiempo  

Desnaturalización inicial  94 5 min 94 5 min 

Desnaturalización  94 30 seg 94 30 seg 

Annealing 58 30 seg  50 30 seg  

Extensión  72 1min  72 1min  

Extensión final 72 10 min 72 10 min 

Ciclos  35 35 

 

7.4.
˚˚˚˚

 Análisis de expresión por RT- PCR en tiempo real de genes pumilio 

y pL10   

Los ADNc utilizados para las reacciones de RT- PCR fueron obtenidos por la Mag. 

Alicia Costábile [200]. Brevemente, se realizaron cultivos, a diferentes días de 

desarrollo de M.corti entre tetratiridio (0 y 2 días de cultivo) y gusano adulto 

segmentado (10 días de cultivo), incluyendo gusanos alargados (4 días de cultivo), 

gusanos con principio de segmentación (6 días de cultivo) y gusanos segmentados 

no adultos (8 días de cultivo). Incluyendo a su vez,  replicas técnicas de las mismas 

y selección de organismos para obtener poblaciones homogéneas. Posteriormente, 

se extrajo el ARN como se describió en la sección 1.2, realizarondo el tratamiento 

con DNasa de la mitad del volumen obtenido. Los ARNs generados fueron 

retrotranscriptos con  la enzima SuperScriptTM III (Invitrogen ) utilizando 500ng de 

ARN total, 250ng de cebadores al azar (Invitrogen ), 0.5mM de cada dNTP, 40 

unidades de inhibidor de RNasas (Ribolock RNAse Inhibitor – Fermentas), y 200 

unidades de enzima en un volumen final de 20µl. Se incubó la reacción durante 60 
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minutos a 50°C y a continuación 15 minutos a 70°C para inactivar la enzima. Para 

la retrotranscripción se eligió una estrategia de cebado al azar (random priming), que 

permite obtener una representación de todos los tipos de ARN presentes. Además 

evita los sesgos debido al enriquecimiento de mensajeros cortos o la pérdida de 

mensajeros con el extremo 3’ degradado que se producirían al sintetizar el ADNc 

con un cebador oligo-dT.  

Se diseñaron cebadores específicos para los genes de interés pumilio y pL10 (Tabla 

7) y se utilizaron como genes control Tropomiosina y GAPDH (diseñados y 

validados por Mag. Alicia Costábile). 

Tabla 7- Primers diseñados para ensayo qPCR 

 Fw  Rv  

Pum 1 5´AGGAAAAGAGCCGCATAATCG 3´ 5´GTACCTCGTTGATCAGAGCTTG 3´ 

Pum2  5´ GGCTGTAGAGTGATCCAACG  3´ 5´ GTGCTGGACAACGTAATTTCC 3´ 

pL10 5´CAGCACAAGAAAGCGAACATG 3´ 5´ TTATGGCGGTGCGGATATG  3´ 

GAPDH 5´CGTACTGCCGCACAAAATATTATT 3´ 5´CCGTTAAGCTCAGGAATGACCTT3´ 

TPM 5´CAAGTGGTCGTCTAACTGAAACGT 3´ 5´ACGGTTCCTCTCGCTCTCTTC 3´ 

 

 Para las reacciones de PCR se utilizó el termociclador en tiempo real Rotor GeneTM 

6000 (Corbett Life Science). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10µl 

utilizando el kit QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN) con 0.9μM de cada cebador 

y una dilución 1/4 de cada ADNc generado.  

El programa de ciclado consistió en una desnaturalización inicial de 15 minutos a 

95°C, 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C por 1 minuto y una curva de 

melting desde 60°C a 95°C para determinar la especificidad de la reacción. El 

análisis de los datos se realizó utilizando el programa Rotor GeneTM 6000 Series 

Software (Corbett Life Science) y el cálculo de los niveles de cambio en la expresión se 

realizó mediante el método del 2-ΔΔCt [201]. 

Los experimentos  y análisis de resultados  de qPCR fueron supervisados por la 

Mag. Alicia Costábile. 
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7.5.
˚˚˚˚

 Análisis de la expresión espacial del gen pL10 

7.5.1. Transcripción in vitro de sondas marcadas con Digoxigenina-

UTP (DIG-UTP) 

Para la obtención de la sonda marcada, se utilizó como molde la región clonada en 

el plásmido pGEM-T-Easy. El inserto se encuentra clonado de forma tal que la 

transcripción  utilizando el promotor T7  genera transcriptos sense.  

Se realizaron preparaciones de ADN plasmídico con el kit ISOLATE Plasmid Mini 

kit (Bioline) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plásmidos se incubaron 

toda la noche a 37°C con 5 unidades de la enzima de restricción ApaI (Fermentas) en 

un volumen final de 25µl conteniendo el buffer recomendado por el fabricante. Esta 

enzima digiere el vector entre el promotor T7 y el sitio de inserción del gen de 

interés y no corta los insertos ligados al vector.  

El producto de digestión fue utilizado como molde para la síntesis de la sonda anti-

sentido utilizando la ARN polimerasa SP6. Las reacciones de marcado se 

realizaron en 20μl de volumen final, en las siguientes condiciones: 1X buffer de 

transcripción, mezcla de rNTPs con DIG-UTP (concentraciones finales 0.35mM 

DIG-UTP (Roche), 0.65mM UTP, 1mM ATP, 1mM CTP, 1mM GTP, ), 40 unidades 

de inhibidor de RNasa (Rnasa out, Invitrogen ), aproximadamente 1μg de ADN 

molde y 20 unidades de ARN polimerasa SP6 (Promega). Se incubaron durante 60 

min a 37°C y se trataron con 2 unidades de DNasa RQ1 (Promega) durante 15 

minutos a 37°C. Posteriormente se precipitaron con 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto y 0.1 volúmenes de LiCl 4M y se disuelven  en  50 % formamida, 

calentando 10 minutos a 65°C.  

7.5.2. Hibridación in situ sobre organismos enteros 

Se rehidrataron los organismos almacenados en metanol 100% (sección 1.4)  por 

incubación a temperatura ambiente en metanol 50% y PBSTx (Apéndice 1) durante 

10 minutos cada uno. Se trataron con Proteinasa K (Apéndice 1) para permeabilizar 

los organismos y se fijaron 10 minutos a temperatura ambiente en PFA 4% en PBS. 

Se lavaron 2 veces durante 5 minutos cada vez en PBSTx y durante 10 minutos en 
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solución de prehibridación (Apéndice 1) diluida 1/2 en PBSTx. Se prehibridaron 

los organismos durante 10 minutos a 60°C para inactivar la fosfatasa endógena y 2 

horas a 56°C en solución de prehibridación.  

Se desnaturalizó la sonda durante 5 minutos a 80°C y se enfrió rápidamente en 

hielo. Para la hibridación se incubaron los organismos toda la noche a 56°C en 

solución de hibridación precalentada conteniendo 0.1 ng/l de sonda (Apéndice 1). 

A continuación se realizaron 2 lavados de rigurosidad decreciente durante 30 

minutos a 56°C con cada una de las soluciones de lavado precalentadas descritas en 

el apéndice 1 (Soluciones 1 a 3). A continuación se lavaron 2 veces en MABT 

(Apéndice 1) durante 10 minutos cada vez a temperatura ambiente y se bloquearon 

durante 2 horas en solución de bloqueo (Apéndice 1) a temperatura ambiente. Se 

incubaron con anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Roche) 

diluido 1/4000 en solución de bloqueo durante toda la noche a 4°C en cámara 

húmeda. 

Se lavaron 6 veces con MABT durante 20 minutos a temperatura ambiente y se 

incubaron 10 minutos en buffer AP (Apéndice 1) a temperatura ambiente. Se 

revelaron con reactivo NBT/BCIP (Apéndice 1) siguiendo el desarrollo de color 

bajo lupa y se fijaron en PFA 4% diluido en PBS durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, seguido de un lavado en PBSTx. Se montaron en glicerol 80% en PBS y 

se fotografiaron un microscopio Olympus modelo BHA con una cámara adaptada 

(USB Eye-Piece Digital Microscope Camera – Dino-Lite).  

7.5.3. Hibridación in situ sobre suspensiones celulares. 

Los preparados celulares fueron obtenidos según el método de glicerol, acético y 

agua según se describió previamente en la sección 3.1 de esta sección. 

Los mismos fueron refijados en PFA 4% durante 15 minutos y lavados 3 veces 

durante 5 minutos. Se deshidrataron por incubación en soluciones de concentración 

creciente de etanol diluido en PBS (25%, 50%, 75% y 100%) durante 1 minuto. Se 

prehibridaron en un solución de prehibridación (Apendice1) durante 5 minutos a 

56°C. Se desnaturalizó la sonda durante 5 minutos a 80°C y se enfrió rápidamente 

en hielo. Para la hibridación se incubaron los organismos toda la noche a 50°C en 

solución de hibridación precalentada conteniendo 2 ng/ml de sonda (Apéndice 1).   
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A continuación se realizaron 2 lavados en SSC 2X durante 20 minutos a 50°C con 

cada una de las soluciones de lavado precalentadas (apéndice 1, solución 1). A 

continuación se lavaron 2 veces en MABT (Apéndice 1) durante 10 minutos cada 

vez a temperatura ambiente y se bloquearon durante 2 horas en solución de 

bloqueo (Apéndice 1) a temperatura ambiente. Se incubaron con anticuerpo anti-

Digoxigenina conjugado a peroxidasa  (Roche) diluido 1/50 en solución de bloqueo 

durante 1 hora.  

Se lavaron 3 veces con MABT durante 5 minutos a temperatura ambiente y se 

incubaron 10 minutos en buffer  Imidazol 0.1 M pH 7.6 diluido en PBS a 

temperatura ambiente.   

En paralelo se preparó la solución de revelado de tiramida. La misma es utilizada 

diluida 1/100 en buffer Imidazol 0.1 M pH 7.6 conteniendo 0.001% de peróxido de 

hidrogeno. 

Los preparados se  incubaron con la solución de revelado durante 5 minutos en la 

oscuridad. Se lavaron 5 veces en PBS durante 5 minutos.  A continuación se realizó 

el protocolo de tinción con DAPI (sección 4.1).Se analizó el resultado con 

microscopia de epifluorescencia en microscopio Olympus utilizando los filtros de 

UV para DAPI  y FITC para Tiramida. 

8. Interferencia de ARN 

8.1.
˚˚˚˚

 Síntesis de Mensajero de Luciferasa 

Para sintetizar ARN mensajero de Luciferasa de luciérnaga, el ADN molde es 

preparado por PCR a partir de p-GL3-Basic (Promega, Madison, WI, USA). 

La transcripción in vitro del ARN con caperuza a partir del  producto de PCR se 

realizó utilizando mMessage mMachine T7 Ultra kit (Ambion, Austin, TX, USA) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante.  

El ARN resultante es precipitado con cloruro de litio,  resuspendido en agua 

nucleasa free y cuantificado por espectrofotómetro (ND-1000, NanoDrop 

Technologies, Wilmington, DE). 
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8.2.
˚˚˚̊

 Obtención plásmido pActinaSm_LUC 

El plásmido pActinaSm_LUC  contiene el gen de la luciferasa bajo el control  del 

promotor de actina de S. mansoni fue  cedido por el Dr. Gabriel Rinaldi.  

A partir del stock de bacterias E.coli transformadas con el plásmido, se realizaron 

midipreps utilizado el Kit Plasmid Midi Kit  (QIAGEN) o AxyPrep™ Plasmid Midiprep 

Kit (Axygen®) según las instrucciones del fabricante.  

8.3.
˚˚˚˚

 Síntesis de moléculas de  ARN doble cadena 

Las moléculas de ARN doble cadena (ARNdc) fueron generados a partir de 

transcripción in vitro  a partir de productos de PCR generados a partir de primers 

específicos conteniendo colas con la secuencia del promotor T7.  

Los ARNdc se sintetizaron y purificaron utilizando Megascript RNAi kit (Ambion) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

La integridad de las moléculas fue verificada como se describió en la sección 2 de 

materiales y métodos, y la pureza de las mismas fue verificada midiendo la relación 

ADN260/ADN280. La concentración de las mismas fue determinada mediante 

espectrofotometría  (ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). 

8.4.
˚˚˚˚

 Electroporación de moléculas exógenas 

Organismos cultivados por  9 días como se describió anteriormente (sección 1.1 de 

materiales y métodos)  fueron colocados en medio RPMI modificado sin SFB,  

suplementado con una solución 335g/ml de Tripsina durante 24 horas previas a 

la electroporación.   

Los organismos fueron lavados en medio libre de tripsina en Somule Wash 

(adecuado para la electroporación, ver apéndice1) y resuspendidos 100 l de medio 

Somule conteniendo las moléculas a electroporar. Estos fueron colocados en la cuba 

de electroporación (Electroporation cuvettes 0.4 cm, Invitrogen) para ser sometidos a 

una onda cuadrada de electroporación (200V, 20mS, 1 pulso) en un electroporador 

BTX ElectroSquarePorator™ ECM830 (BTX, San Diego, CA). Inmediatamente 

después de la electroporación, los parásitos fueron transferidos a un medio para ser 

cultivados como se describió anteriormente.   
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8.5.
˚˚˚˚

 Detección de moléculas exógenas por PCR a tiempo final 

La expresión del mLUC fue determinada mediante RT-PCR. Los parásitos tratados 

fueron retirados del cultivo 3 horas post- electroporación ARNmLUC. El ARN y el 

ADNc fueron preparados según se detalló en sección 1.2 y 1.3 de materiales y 

métodos.  

Para el caso de los organismos tratados con plásmido pActinaSm_LUC, los 

organismos se retiraron de cultivo 48hs post –electroporación se realizó tratamiento 

con DNAsa con el fin de eliminar plásmido molde remanente.  

La amplificación por PCR  del ARNmLUC fue realizada utilizando primers 

específicos (que generan un producto de 550pb). Como controles en los ensayos se 

utilizaron primers de Tropomiosina  y CRISP, genes utilizados como controles en el 

laboratorio que amplifican fragmentos de 250 y 500 pb respectivamente (Tabla 8). 

Tabla 8- Primers específicos para ARNmLUC, Tropomiosina y Crisp 

Nombre Secuencia (5´       3´) 

LUC_Fw GTGCCAGAGTCCTTCGATAG 

LUC_Rv ACAACTTTACCGACCGCGCC 

TPM_Fw CTGAAGCTGAAGTTGCAGCCATGA 

TPM_Rv TCGTACTTACGTTCAGCATCCTCC 

CRISP_Fw  CAAGTACCAACACGAGC 

CRISP_Rv GGGATGTGGTTTAGGCC 

 

La amplificación de los fragmentos de interés se realizó a partir de  2 l de ADNc, 

en 25 l de reacción, bajo las siguientes condiciones de reacción: 1X de buffer de 

reacción, 2mM de MgCl2, 0.4 mM de dNTPs, 0.8M de cada cebador, 1 unidad de 

taq polimerasa (Invitrogen) por reacción. Las condiciones de ciclado utilizadas para 

la amplificación se resumen en la Tabla 9. 
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Tabla 9- Condiciones de amplificación utilizadas para PCR para detección de incorporación de moléculas 
exógenas. 

Etapas  Temperatura °C Tiempo  

Desnaturalización inicial  94 5 min 

Desnaturalización  94 30 seg 

Annealing 55 30 seg  

Extensión  72 1min  

Extensión final 72 10min 

Ciclos  35 

 

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de 

agarosa 1% en buffer TAE y visualizado por tinción con Bromuro de Etidio. 

8.6.
˚˚˚˚

 Ensayo de Actividad de Luciferasa 

Los parásitos fueron colectados, lavados 3 veces en PBS y almacenados a -80°C. 

La determinación de la actividad Luciferasa en los  extractos de parásitos fue 

determinada utilizando Promega's luciferase assay reagent system  según las 

instrucciones del fabricante  y se detectó la emisión lumínica en luminómetro Sirius 

luminometer (Berthold, Pforzheim, Germany). 

Para normalizar el ensayo se determinó la concentración de proteínas utilizando  

Bicinchoninic acid assay (BCA kit, Pierce, Rockford, IL)  según las instrucciones del 

fabricante. 
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1. Caracterización morfológica de células de M. corti. 

Debido el pequeño tamaño de las células de cestodos resulta muy difícil la 

identificación de los diferentes tipos celulares in situ analizando su morfología 

mediante técnicas de rutina  de la microscopía fotónica, excepto con la utilización 

de microscopia electrónica [58,61].  Por ello  con el fin de identificar  los tipos 

celulares presentes en este organismo, se emplearon metodologías 

complementarias. Se realizaron tinciones con diferentes colorantes a partir de 

suspensiones celulares, identificación  por inmunohistoquimica con anticuerpos 

específicos y finalmente microscopía electrónica de transmisión.  

1.1.
˚˚˚˚

 Suspensión celular con Glicerol acético y agua 

Para realizar la caracterización celular a partir de macerados celulares, se 

seleccionó un protocolo que permitiera obtener células fijadas sin alterar la 

morfología celular. Basados en la literatura seleccionamos un método empleado 

para obtener macerados celulares en Hydra y en Hymenolepis [59,192]. El mismo 

involucra el uso de una solución que permite disgregar los tejidos a células 

individuales utilizando glicerol, ácido acético y agua en una proporción 1:1:13. Este 

protocolo fija las células manteniendo la morfología celular, y al mismo tiempo las 

dispersa. El inconveniente de este método es que genera mucho detrito celular y  

muchos agregados celulares al pasar las células a PBS, pero como se mencionó 

anteriormente mantiene muy bien la morfología celular. 

Si realizamos un extendido del material obtenido (Figura  14), podemos observar 

claramente la morfología celular de las diferentes células presentes en la imagen 

(flechas verdes continuas), además de la presencia de detritos (flechas blancas 

continuas) y  agregados celulares (flechas blancas discontinuas). 
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Figura  14-Microscopia de epiflourescencia de suspensiones celulares utilizando protocolo Glicerol, acético y 
agua  Imagen obtenidas en colaboración el Dr. Uriel Koziol. En rojo se representan los núcleos, tinción con IP. 

Las flechas continuas verdes indican distintos tipos celulares. Las flechas blancas continuas indican detritos 
celulares, flechas blancas discontinuas indican agregados celulares.  

 

Este método resulta muy efectivo para realizar caracterización celular pero no tan 

adecuado para realizar métodos citométricos debido a que las suspensiones 

celulares presentan mayor cantidad de detrito  y agregados celulares pudiendo 

interferir en  la lectura del equipo. Es por ello que se seleccionó para la 

identificación y caracterización de los tipos celulares presentes en M. corti y no para 

citometría.  

1.2.
˚˚˚̊

 Identificación de tipos celulares en M.corti 

1.2.1.  Tinción con colorantes celulares  

Con el  fin de identificar los diferentes  tipos celulares presentes en macerados 

celulares realizamos tinciones con diferentes colorantes. 

Para identificar células proliferativas realizamos un marcado  utilizando el análogo 

de timina  EdU en macerados celulares, según se describió en sección 4.1 de 

materiales y métodos. A su vez, teñimos los macerados con DAPI  combinado con 

IP o WCS que tiñen todos los ácidos nucleicos, análogo a la tinción para células 

basofílicas ricas en ARN con Pironina Y. En paralelo se realizó tinción de lípidos 

utilizando Rojo Nilo combinado con DAPI  
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Figura  15- Macerado celular de M. corti. Resumen de los diferentes tipos celulares observados en 

suspensiones celulares después de teñir con diferentes tinciones. Los tipos celulares son indicados a 

la izquierda de la imagen A- Células germinativas, B-musculares, C-tegumentarias, D- Corpúsculos 
calcáreos, E- flamígeras y las tinciones en la parte superior. I- WCS, Whole Cell Staining, visualizado 

en verde; DAPI visualizado en azul; EdU, visualizado en rojo; II-IP, Ioduro de propidio, 

visualizado en rojo; III-RN, Rojo Nilo, visualizado en naranja.  Barra representativa para todas las 

imágenes. 

 

Comparando los resultados obtenidos con los obtenidos por  Koziol, et al. (2015), 

fue posible la identificación de diferentes tipos celulares. Entre ellos las células 

germinativas. Estas células presentan pequeño tamaño (5- 10 m a lo largo del eje), 

una forma fusiforme, alargada “símil ojo” característica de estas células,  teñidas 

intensamente con IP o WCS y en algunos casos se puede identificar la presencia de 

prolongaciones citoplasmáticas desde los polos de los cuerpos celulares. El núcleo 

es grande y redondeado, con la presencia, por lo general, de un nucléolo  

prominente y fina cromatina granular, que da como resultado una tinción brillante 

con DAPI; la presencia de gotas de lípidos citoplasmáticas son raras (Figura  15 A).   

Todas las células morfológicamente diferenciadas son consistentemente EdU 

negativas (Figura  15 columna I) indicando que son generadas por diferenciación de 
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las células madre indiferenciadas. Estos resultados son consistentes con lo descripto 

previamente por nuestro grupo de trabajo en organismos enteros [13].  

Ente las células diferenciadas es posible reconocer diferentes tipos celulares a través 

de la comparación con estudios de histología clásica en otros cestodos 

[58,59,61,66,202]. 

Entre ellas, las células musculares, que  son de pequeño tamaño con núcleo rico en 

heterocromatina, donde en algunos casos es posible observar parte de las 

prolongaciones celulares porque sufren rupturas durante el procedimiento de 

preparación del macerado, o las células tegumentarias que presentan una forma 

irregular con  un citoplasma fuertemente  teñidas con IP o WCS y uniformemente 

teñidas con RN. Las células formadoras de corpúsculos calcáreos, con un núcleo 

pequeño localizado en la periferia celular con un citoplasma grande que presenta 

poca tinción con IP, WCS o RN,  células flamígeras correspondientes al sistema 

excretor dada su forma característica (Figura  15 B-E). 

 

En resumen, podemos concluir que se logró la identificación de las células 

proliferativas de M. corti en macerados celulares. Podemos afirmar que las mismas 

presentan  morfología conservada, similar a las descriptas por nuestro grupo [13] y  

a las células de otros cestodos descriptos en la bibliografía [54–56,59]. Estas son 

células pequeñas con una alta relación núcleo –citoplasma, con forma fusiforme 

que presenta un nucléolo prominente y se tiñen intensamente con colorante de 

células basofílicas, ricas en ribosomas. 

Además se logró identificar diferentes tipos celulares presentes en macerados de M. 

corti utilizando diferentes tinciones celulares, entre ellas células musculares, 

tegumentarias y células formadoras de corpúsculos calcáreos y flamígeras. Estas 

células diferenciadas no se dividen (todas células EdU negativas), confirmando los 

datos obtenidos por nuestro laboratorio (Figura  16) 
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Figura  16-Tipos celulares presentes en Cestodos. A) Células proliferativas en el cuerpo de la larva de M.corti, 

células teñidas con Bromuro de etidio (color rojo) y DAPI (color azul); B, B´, B´´) Células germinativas 

presentes en suspensiones celulares  de E. multilocularis, B) células teñidas  con WCS (verde), EdU (rojo) y 

DAPI. B´) Igual que en B pero tinción realizada con  IP (naranja). B´´) tinción con Rojo nilo (naranja). C, 

C´C´´) Células tegumentarias presentes en suspensiones celulares de E.multilocularis; C) células teñidas  con 

WCS (verde), EdU (rojo) y DAPI. C´) Igual que en B pero tinción realizada con  IP (naranja); C´´) tinción con 
Rojo nilo (naranja).  D) Célula asociada  al corpúsculo calcáreo presente en suspensiones celulares de 

E.multilocularis. D) Célula muscular identificada en suspensiones celulares de H. citelli Abrebiaturas g- celulas 

germinativas.Flechas blancas indican mitosis.. Imágenes de A modificadas de [29]; B-D imágenes modificadas 

de [66]. E modificada de [59]. Las barras representan en A-D 10m y en E 20m 

 

 

Logros:  

1. Identificación de distintos tipos celulares utilizando diferentes colorantes, WSC, 

IP, RN. 

2. Identificación de células germinativas con morfología conservada con las de otros 

Cestodos.  
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1.2.2. Identificación de tipos celulares por Inmunohistoquímica con 

anticuerpos específicos.  

Una estrategia complementaria para intentar clasificar los tipos celulares presentes 

en M. corti fue la utilización de anticuerpos específicos. En el laboratorio se disponía 

de  marcadores del sistema muscular (tropomiosina) y sistema nervioso (tubulina 

acetilada).  A su vez, la Dra. Alejandra Kun, contaba con un anticuerpo anti-

ribosomas lo que permitiría identificar si efectivamente las células proliferativas de 

M. corti presentan un citoplasma basófilo, rico en ribosomas.  

Los resultados obtenidos para el marcador del sistema muscular sobre suspensiones 

celulares no fueron muy exitosos, ya que la tropomiosina se encuentra 

principalmente en los haces musculares que se pierden durante el método de 

disgregación celular.  

En cambio para el marcador de sistema nervioso los resultados obtenidos fueron 

más alentadores. La tubulina acetilada es un marcador de sistema nervioso y 

además marca de manera muy intensa  las células de los protonefridios del sistema 

excretor. Esto hace que para lograr la identificación de células nerviosas (positivas 

para tubulina acetilada) se deba saturar la imagen que se está observando para 

lograr la detección. Las inmunohistoquímicas realizadas con este anticuerpo fueron 

realizadas tanto en cortes de organismos enteros como en suspensiones celulares 

(según se describió en la sección   4.5 de Materiales y Métodos).  Esta estrategia se 

realizó con el fin de lograr identificar in situ  y en suspensiones celulares las 

neuronas del  sistema nervioso de este organismo.  
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Figura  17- Inmunohistoquímica de sistema nervioso utilizando anticuerpo anti- tubulina acetilada A) corte 
transversal de M corti; B) Detalle de cordón nervioso y primordio genital; C) Detalle de corte transversal; D-K) 

Suspensiones celulares de M. corti; L) Esquema de la organización general en un corte transversal en la región 

posterior al escólex. En la figura las flechas continuas señalan cordones nerviosos principales, flechas 
discontinuas neuronas y flechas punteadas protonefridios.  En Azul se visualiza DAPI y en verde anti-tubulina 

acetilada. Abreviaturas: cnl: cordón nervioso lateral, pm: parénquima medular, mli: musculatura longitudinal 

interna, st/pc: subtegumento/parénquima cortical, t: tegumento. L tomada de [13].    El espesor de los cortes es 

de 10m, las barras representan en A) 100m, B) - C) 50 m; D-K) 20m.  

 

En la Figura  17  se puede observar el resultado obtenido, tanto para cortes como 

para suspensiones celulares, de dicha tinción. En la misma es posible identificar 

tanto células del sistema nervioso como protonefridios del sistema excretor.   

En las inmunohistoquímicas realizadas en  cortes,  es posible identificar claramente 

los componentes del sistema nervioso, entre ellos los cordones nerviosos principales 

que se encuentran fuertemente marcados con el anticuerpo anti-tubulina  acetilada 

(Figura  17A, B indicados con flecha continua). A su vez, es posible detectar la 

presencia de neuronas en la región del parénquima cortical  (Figura  17 A-C, 

indicadas con flechas discontinuas) y la presencia de neuronas que conectan la 

región interna con el tegumento, tal vez funcionando como neuronas de 

señalización  (Figura  17C, flecha discontinua). Un detalle a destacar, es que  fue 
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posible detectar las células del sistema excretor (protonefridios), porque  la tubulina 

acetilada se une a las cilias de dichas células. En la figura es posible apreciar la 

presencia de estas células  como una región puntillada indicada con flecha 

punteada (Figura  17A).  

En cuanto a las suspensiones celulares, las células identificadas como posibles 

integrantes del sistema nervioso aparecen como células con núcleos muy pequeños 

con prolongaciones y proyecciones del soma celular que pudieran corresponder a  

neuritas celulares (Figura  17D-J), generalmente estas prolongaciones se ven 

afectadas por el proceso de preparación de la suspensión por lo que a veces hay 

restos de las mismas en las preparaciones. En este tipo de preparación, nuevamente 

es posible identificar células correspondientes al sistema excretor (Figura  17K).  

Está reportado en la bibliografía que las  células germinativas presentan 

características morfológicas conservadas [54–56,59], entre ellas citoplasma basófilo 

debido a la presencia de abundantes ribosomas libres en su citoplasma. Como se 

disponía de un anticuerpo anti-ribosoma se quiso evaluar, sobre suspensiones 

celulares particularmente en células germinativas, si el citoplasma de éstas se 

encontraba enriquecido en ribosomas y si presentaban alguna diferencia respecto a 

los demás tipos celulares presentes en la muestra.  Como estrategia para identificar 

claramente las células germinativas,  se utilizó el marcador de proliferación EdU de 

manera de  señalizar aquellas células que  se encontraban sintetizando ADN en el 

momento de la incubación, como doble marcación junto con la 

inmunohistoquímica. 
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Figura  18- Inmunohistoquímica sobre suspensiones celulares de M. corti utilizando anticuerpo anti ribosoma. 

A-M-Suspensiones celulares de M. corti. La flecha continua indica un corpúsculo calcáreo. En Azul se visualiza 

DAPI, en rojo EdU y en verde anti-ribosoma. La barra representa10 m en todos los casos, excepto en J que 

representa 20m.  

 

La Figura  18 resume parte de los resultados obtenidos en este ensayo. Las células 

identificadas como proliferativas (EdU positivas, marcación roja en el núcleo) 

presentan una señal puntillada en el citoplasma celular,  indicando la presencia de 

posibles ribosomas en dicho citoplasma. En algunas células germinativas la señal 

parece ser menos intensa que en otras pero por lo general las células presentan 

buena intensidad de señal, indicando que tal vez esta característica de citoplasma 

basófilo pueda estar conservada en las células de M. corti.  Respecto a los otros tipos 

celulares presentes en la preparación, en todos los casos hay una señal 

citoplasmática del anticuerpo anti-ribosoma. En algunos tipos celulares como los 

corpúsculos calcáreos la señal parece localizarse puntualmente en determinados 

puntos del citoplasma (Figura  18, flecha continua), mientras que en los otros tipos 

celulares hay una distribución más homogénea de la señal.  
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En conclusión la utilización de tubulina acetilada permitió la identificación de 

células perteneciente  al  sistema nervioso de M. corti, tanto en cortes como en 

suspensiones celulares del parásito.  

La primera descripción del sistema nervioso en M.corti fue realizada por Hart 

(1967), mostrando que este organismo presenta un cerebro bipartita y  dos ganglios 

asociados a cada ventosa (un ganglio medio y otro lateral). Varios cordones 

nerviosos surgen de la región anterior y se extienden a lo largo del cuerpo 

convergiendo en plexo posterior  alrededor del poro excretor. Los principales 

troncos surgen de la base del cerebro y se ubican en el cuerpo. Dos cordones 

secundarios surgen de cada par de  ganglios de las ventosas, uno lateral y otro 

medio. Los cuatro ganglios laterales de las ventosas emiten cuerdas laterales que 

corren junto a las del cerebro. Los troncos de los ganglios mediales corren más 

centralmente. En total en un tetratiridio hay 10 cordones atravesando el cuerpo 

[18,203].  

Yaegashi y colaboradores (1993) estimaron el número de neuronas del escólex y 

mostraron que los animales poseen  una cabeza angosta con cuatro ventosas tiene 

250  neuronas. Cuando el escólex se ensancha previo a la fisión, el número de 

neuronas aumenta hasta cinco veces. Cuando se producen las cuatro ventosas 

adicionales, las neuronas se reducen a alrededor de 500. Finalmente, cuando los 

animales tienen dos cabezas angostas, con cuatro ventosas en cada cabeza el 

número total de neuronas retornan a alrededor de 250 en cada una. Por lo tanto, en 

la multiplicación asexual de M. corti ocurre una superproducción y subsiguiente 

eliminación de neuronas[revisado por 203,204] (Figura  19). 

Los  resultados obtenidos en esta tesis coinciden con los reportados anteriormente 

en la bibliografía.  
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Figura  19- Sistema nervioso del tetratiridio M.corti. A- Individuo teñido con anticuerpo anti serotonina  

mostrando cuerpos celulares y fibras inmunoreactivas en el cerebro, los cordones nerviosos principales (mc) y 

los menores, alrededor de las ventosas (S) y las comisuras,  B- Esquema de sistema nervioso del tetratiridio, C-
Espécimen teñido con el método de tricolina, mostrando una gran acumulación de células y fibras en el escólex, 

D- Esquema de células nerviosas y gliales, a-neurona multipolar,b-neurona unipolar, c- célula neurosecretoria, 
d- neurona XX, e-axón gigante, f- glia asociada a fibras gigantes, g-célula tipo fibroblasto, h- célula sandwich , . 

A modificado de [205],  B-C modificado de [18], D- tomado de [206] 

 

El uso de anticuerpo anti- ribosoma permitió identificar la presencia de ribosomas 

en el citoplasma tanto de células germinativas como en otros tipos celulares.  En 

algunos tipos celulares la señal presenta una localización más restringida (CC) 

mientras que en otros es una señal intensa dispersa en toda la región citoplasmática.   

1.2.3. Identificación por Microscopia Electrónica de Transmisión 

El uso de la microscopia electrónica de transmisión (MET) para la caracterización 

de las células proliferativas y de los diferentes tipos celulares, es fundamental para 

lograr dilucidar la ultraestructura morfológica de las células.  
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Se decidió trabajar realizarondo una caracterización general  del  organismo entero 

con el fin de intentar evaluar a estas células en su contexto tisular, y poder 

comparar estos resultados con los pocos disponibles en la literatura.  Por otro lado, 

se trabajó con suspensiones celulares buscando identificar y caracterizar diferentes 

tipos celulares.  

Es importante destacar que la MET es una técnica demandante,  siendo todos los 

pasos, desde la inclusión de la muestra, la obtención de grillas con cortes adecuados 

hasta la tinción de los mismos con metales pesados, claves para una buena  

visualización en el microscopio electrónico.  

Sin haber optimizado completamente esta técnica, los resultados obtenidos 

permiten  la identificación de algunos tipos celulares. 

Hay autores que definen al tetratiridio anatómicamente como  tegumento, 

parénquima, músculos internos, sistema excretor y nervioso,  y un pool  de células 

germinativas [21].  

En cortes hay regiones espaciales  del organismo que son claramente distinguibles, 

como es la región del tegumento, pero en otras más internas es muy dificultosa la 

identificación de lo que se está observando. La baja complejidad estructural de 

M.corti hace difícil la ubicación en el análisis a gran aumento de estructuras 

internas. 

Esto hace que sea muy difícil saber en qué región del ejemplar se está trabajando, 

por lo que se intentó realizar grillas seriadas de un ejemplar que se sabía 

exactamente cuál era su posición inicial al momento de realizar los cortes por lo 

que era en principio más factible identificar en que región del ejemplar estábamos. 

Lamentablemente este enfoque tampoco contribuyó a resolver el problema.  
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Figura  20- Microscopia electrónica de transmisión de organismos enteros de M.corti. A-B) Corte a nivel de 

región de tegumento. C) Esquema detallado de la región tegumentaria D) Corte  del organismo E) Micrografía 
de cuerpos celulares en  región subtegumentaria. Las flechas blancas continuas indican células tegumentarias,  

flechas discontinuas  células musculares. Abreviaciones cb, puentes citoplasmáticos; CC, corpúsculo calcáreo; fl, 

capa fibrosa; mf:, fibras musculares subtegumentarias circulares (externas) y longitudinales (internas); mt, 

Microtriquias; pm, cuerpo celular de sistema muscular subtegumentario; pt, cuerpo perinuclear del tegumento 

(citón tegumentario); sc, citoplasma superficial (tegumento) ; t, tegumento.  C tomado de[13], E Modificada 

de[21]. Magnificación: A, B- 5800X, D-10000X.  

 

Los resultados obtenidos se resumen en la Figura  20. En las imágenes A y B  es 

posible identificar la región del tegumento. Hess (1980), describe esta región como 

un sincicio  tegumentario, con un sistema muscular subtegumentario y una capa 

fibrosa que separa a ambos (Figura  20C) [21]. El sincicio  tegumentario está 

compuesto por un citoplasma superficial no nucleado cuyos cuerpos celulares yacen 

debajo en el parénquima cortical. Los músculos subtegumentarios consisten en una 
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densa red de fibras musculares longitudinales y circulares, cuyos cuerpos celulares 

se encuentran en el parénquima cortical.  

Los resultados obtenidos, muestran claramente que el tegumento está formado por  

un sincicio  celular (indicado con una t en la imagen), cuyos cuerpos celulares se 

localizan en la región del parénquima (Figura  20 , flechas blancas continuas). En la 

superficie del tegumento, se aprecia  la presencia de microtriquias, también 

descriptas por Hess.  Estas estructuras se encuentran presentes en todos los 

cestodos, y son consideradas análogos a las microvellosidades del epitelio intestinal,  

ayudando a aumentar a la capacidad de absorción del tegumento.     

Es posible identificar los puentes celulares que unen los cuerpos celulares al sincitio. 

También es posible la identificación de los cuerpos celulares, correspondientes a las 

fibras musculares situadas en  el parénquima medular (Figura  20, flechas 

dicontinuas). 

La imagen D muestra una región en donde no es posible determinar exactamente 

su ubicación en el organismo dado que no existe en la grilla ningún aspecto 

morfológico característico que permita su localización, aunque en esta región 

encontramos células con las características estructurales a los cuerpos celulares de 

las células del sincicio  celular. Las imágenes descriptas de los cuerpos celulares del 

sincicio tegumentario son semejantes a las reportadas por Hess (Figura  20E) [21] 

Observando más micrografías, es posible ver células con diferentes características 

electrondensas, como las mostradas en la Figura  21. En este caso,  no se distinguen 

características anatómicas o ultraestructurales que permitan identificar o afirmar a 

que tipo celular corresponden.  Esto probablemente se deba a que el grosor de los 

cortes no permite una visualización ultraestructural adecuada.  



Resultados y Discusión Aislamiento, cultivo y caracterización de células proliferativas 
de M.corti  

 

 
84 

 

 

Figura  21- Microscopia electrónica de transmisión sobre organismos enteros de M.corti. A-G- Diferentes tipos 

celulares presentes en los cortes realizados. B es una ampliación de la región señalada en A.  Las flechas de 
colores en las imágenes  muestran células con diferentes características, los asteriscos indican posibles uniones 

celulares. Abreviaciones: C, citoplasma; CC, corpúsculo calcáreo; N, núcleo. Magnificación: A- 8000X;B,G-
10000X C-7200X, E.F- 29000X 

 

La imagen en el panel  A, muestra la presencia de un grupo de células con 

características similares (flechas verdes continuas), citoplasma grande electrón 

lúcido y un núcleo prominente y la presencia de otro tipo celular  metabólicamente  

diferente debido a la coloración  de su citoplasma (flechas verdes discontinuas). A 

su vez, es posible observar la presencia de células con inclusiones intracelulares con 

aspecto de los corpúsculos calcáreos. En el panel B, se observa una ampliación  

únicamente la región que contiene al grupo celular descripto anteriormente. Aquí 

observando las células de la derecha, podemos sugerir que puede existir una 

comunicación celular entre estos tipos celulares (asteriscos), aunque nos 

encontramos trabajando a una baja resolución para poder confirmar esta hipótesis.  

En el panel C, las células señaladas con flechas azules discontinuas, presentan 

características de fibras musculares longitudinales. Tal vez, esta región pueda 

corresponder al sistema muscular subtegumentario, presente en la  zona debajo del 

sincicio del tegumento. La célula mostrada en el panel D podría ser una de tipo 

muscular, dadas las características de célula alargadas con prolongaciones y núcleo 
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rico en heterocromatina. Mientras que la observada en el panel E tiene aspecto de 

tipo tegumentario caracterizado por una forma irregular.  

De todas formas es muy difícil afirmar que sea así, ya que no es posible definir 

características ultraestructurales  que permitan confirmar esta hipótesis. Para poder 

mejorar estos inconvenientes sería necesaria la obtención de secciones de espesores 

más finos que permitan obtener mayor resolución ultraestructural de los 

preparados, para poder clasificar correctamente los tipos celulares presentes.   

La única excepción en este caso, es la  imagen mostrada en F, donde es posible 

identificar un corpúsculo calcáreo. Este tipo celular es claramente identificable ya 

que presenta características que hacen muy fácil su identificación. Entre ellas, la 

presencia de un núcleo periférico desplazado debido al crecimiento durante la 

biogénesis del corpúsculo, sumado a la presencia de matriz orgánica [207]. 

Los resultados obtenidos de MET con suspensiones celulares, se ejemplifican en la 

Figura  22.  
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Figura  22- Microscopia electrónica de suspensiones celulares de M.corti. A-G- Diferentes tipos celulares 

presentes en los cortes realizados. G es una ampliación de la imagen mostrada en el inserto. Magnificación: A-

5800X, B-7200X, C, E, inserto G-10000X, D-14000X, F, G- 29000X. 

 

Estos resultados no son muy satisfactorios, ya que no es posible apreciar 

características ultraestructurales. Claramente los tipos celulares mostrados en la 

figura presentan el contenido celular dañado. Esto puede deberse al proceso de 

preparación de las suspensiones celulares y/o el método de fijación, más que al 

grosor de los cortes. Probablemente el protocolo que se empleó para la preparación, 

no permitió una fijación adecuada de la muestra  lo que llevó a una mala definición 

ultraestructural.  Las células ejemplificadas en los paneles del A al E, posiblemente 

sean células del tipo muscular y tegumentario. Las mostradas en los paneles A, C y 

E tal vez sean del tipo tegumentario ya que muestran una morfología similar a la 

descripta para estas células. La célula mostrada en el panel en el panel B puede ser 

del tipo nervioso o muscular pero es muy difícil poder definir, ya que presenta  
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protuberancias que bien  puedan ser derivadas de prolongaciones dendríticas o  

derivadas de fibras  musculares. En el panel  D,   probablemente pueda ser del tipo 

muscular, dada  su forma alargada.  

La célula presentada en el panel F, como en el caso de las micrografías obtenidas 

para organismos enteros, es claramente identificable ya que presenta la morfología 

clara del CC, con un núcleo desplazado a la periferia y la presencia de la matriz 

orgánica.  En el panel  G de la figura, se muestra lo que presenta características de  

una célula germinativa, con esa forma alargada  “simil ojo”, con un núcleo grande 

y un nucléolo prominente. 

Obviamente estas clasificaciones no pueden considerarse certeras , ya que no se 

cuenta con los elementos estructurales claros que permitan la identificación real de 

los diferentes tipos celulares.  Para comprobar y confirmar estas hipótesis, 

necesariamente se debe buscar otro método  ya sea de preparación de las 

suspensiones que no fije la preparación, tal vez el utilizado para los ensayos de 

citometría, de manera que obtener un mejor resultado al momento del proceso de  

fijación con glutarahdeído, u otro método  que mejore los resultados 

ultraestructurales.  

Resumiendo los resultados obtenidos por MET, fue posible la identificación de 

distintos tipos celulares, por ejemplo los tegumentarios y los musculares obtenidos 

en las secciones de organismos enteros. También logramos la identificación de 

células asociadas al corpúsculo, tanto con organismos enteros como en 

suspensiones celulares dada sus características conservadas.  Además en 

suspensiones celulares, observamos células que posiblemente puedan corresponder 

a células de tipo germinativo, ya que presentan la forma característica y conservada 

entre los cestodos en general, aunque es muy difícil de afirmar esta propuesta ya 

que no se cuentan con elementos  ultraestrurales que puedan verificarlo.   

Es importante recordar, que realizar técnica de histología clásica o  MET, para 

poder identificar los tipos celulares presentes en este tipo de organismos y en 

cestodos en general es muy complicado ya que este tipo de células son muy 

pequeñas y difíciles de identificar.  
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Hace muchos años ya, hay autores que  proponían que “..los Cestodos, son objetos 

desfavorables para estudios histológicos (…), las verdaderas relaciones de varios  

elementos celulares (por ejemplo, el  musculo y elementos del tejido conectivo; 

nervios y sistema excretor) son difíciles de distinguir y  son fácilmente 

distorsionables debido a los fijadores empleados, llevando a la generación de 

artefactos”... [208]. Años más tarde,  Lumsden y Specian (1980), plantean que aún 

en esa época hay aspectos de la citoarquitectura de los Cestodos, permanecen 

desconcertantemente enigmáticos [209].  Por lo que, el conocimiento de los tipos 

celulares y su ultraestructura es algo fundamental a estudiar y a mejorar, pero 

claramente no es un proceso fácil de llevar a cabo. Esto lleva a la necesidad de 

identificar y separar los distintos tipos de células y la búsqueda de marcadores 

moleculares característicos que  permitan  identificar los diferentes tipos celulares.  

 

2. Aislamiento  de células  proliferativas de  M. corti 

La identificación y  caracterización morfológica de las células proliferativas nos 

conduce a la implementación de herramientas que permitan continuar y mejorar la 

caracterización de estas células. Es por ello que  parte de este trabajo se centró en el 

aislamiento de estas células por citometría de flujo.   

2.1.
˚̊ ˚̊

 Optimización de protocolo para suspensiones celulares de M.corti 

Para poder  realizar el aislamiento de las células proliferativas de M. corti, fue 

necesario  generar un protocolo de disgregación celular a partir de los organismos 

enteros. El método empleado para la caracterización morfológica no es adecuado 

para utilizar para citomería de flujo, ya que  la fijación de las células interfiere en la 

coloración posterior.  

Logros: 

1. Identificación de células tegumentarias, musculares, corpúsculos calcáreos. 

2. Identificación de células germinativas con morfología similar a células 

germinativas de otros Cestodos.  

.  
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Como no se disponía de  un protocolo para  obtención de suspensiones celulares 

específico para Mesocestoides, fue necesaria la implementación un protocolo 

adecuado que permitiera la obtención de una preparación celular monodispersa, sin 

agregados celulares y factible de ser analizada por citometria de flujo. 

Basados en los trabajos de Higuchi et al. (2007) y Spilliotis et al. (2008), se 

seleccionó un método que permitiera el aislamiento de células. Este protocolo 

combina disgregación mecánica y química. Para lograr la disgregación se testaron 

el uso de protocolos  que incluían únicamente  tripsina o una combinación de 

tripsina y colagenasa.  En laTabla 10 se resumen las condiciones ensayadas para 

cada método.  

Tabla 10-Condiciones de disgregación enzimática evaluadas. 

Condición Concentración Analizado por 

Citometría 

Coeficiente de 

variación 

Tripsina  0.10% SI 7.5 

Tripsina  0.05% SI 9.82 

Tripsina  0.025% SI 10.6 

Colagenasa-Tripsina  0,20mg/ml SI 16.6 

Colagenasa-Tripsina  0,18mg/ml No - 

 

Una vez obtenidas las preparaciones, éstas fueron analizadas por citometría de 

flujo. Este análisis permitió determinar cual protocolo era el más adecuado para 

generar una suspensión celular monodispersa, en la que era posible definir 

adecuadamente las diferentes fases del ciclo celular,  con la menor cantidad de 

dobletes y de  detrito celular.  

Para este análisis, utilizamos  suspensiones celulares fijadas en EtOH 70%  y 

teñidas con ioduro de propidio (IP) (sección 5.1, Materiales y métodos). Este 

colorante permite determinar  el contenido de ADN para  analizar ciclo celular,  ya 

que es un agente intercalante que se une estequiometricamente al ADN 

aumentando su fluorescencia, permitiendo  relacionar la intensidad de 

fluorescencia con el contenido celular de ADN.  
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En la Figura  23 se muestra el análisis de los resultados obtenidos por citometría de 

flujo para cada uno de los protocolos evaluados. 

 

Figura  23- Evaluación de protocolos de disgregación por  Citometría de Flujo. El análisis de ciclo celular se 

realizó utilizando Ioduro de propidio (50mg/ml).  A- 0.1% Tripsina. B- 0.05% Tripsina. C- 0.025% Tripsina. D- 
0,2 mg/ml Colagenasa- 0.1% Tripsina . Insertos –Distribución de las poblaciones en cada fase del ciclo celular, 

y eliminación de dobletes. Modificada de [210] 

 

Los resultados obtenidos muestran que la utilización combinada de tripsina y 

colagenasa no genera  una preparación celular adecuada. En el histograma (Figura  

23D),  se puede observar que no es posible identificar las diferentes poblaciones en 

cada fase del ciclo celular, y además no es posible  visualizar picos estrechos ni con 

un coeficiente de variación adecuado. El coeficiente de variación (CV) nos permite 

determinar la calidad de los histogramas, dado que nos brinda información sobre la 

reproducibilidad de la señal producida por las células individuales. Un CV < al 5% 
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refleja una calidad alta y uno entre 5-10% representa una calidad buena. Idealmente 

se debería trabajar con CV <5%, pero un CV <  8%  también es aceptable 

(comunicación personal  Dra. Valentina Porro). 

Según lo expresado anteriormente, con el valor de CV obtenido en el tratamiento 

de tripsina y colagenasa (16.6%), se debe descartar este tratamiento. 

El análisis de los tratamientos que incluían únicamente Tripsina, permitieron 

identificar en todos los casos las diferentes poblaciones celulares que corresponden 

a cada fase del ciclo celular (Figura  23A- C). Si se realiza una comparación entre 

los histogramas de los tres ensayos,  es posible observar picos estrechos en todos los 

casos, si bien en el uso de 0.1 % de tripsina los picos son más definidos (Figura  

23A) lo cual se ve reflejado en el CV correspondiente. Además si se observa la 

eliminación de dobletes,  inserto de la figura, podemos observar que el tratamiento 

de 0.1 % de tripsina es uno de los que  produce la menor cantidad de dobletes. Un 

doblete es generado cuando dos células unidas,  cada una de ellas con  contenido de 

ADN equivalente a fase G0/G1 del ciclo celular, es analizada por el citómetro 

como un evento único cuyo contenido de ADN se correspondería a G2/M. 

En base a los resultados anteriormente expuestos, el protocolo optimizado resultó 

en la combinación de una disrupción mecánica y química en donde inicialmente los 

gusanos son cortados en pequeños fragmentos, colocados en una solución 0.1% de 

tripsina con agitación moderada. Luego son rotos suavemente con el mazo de un 

mortero para ser colocados en un agitador magnético a mínima velocidad. Las 

muestras son completamente disociadas a células únicas cuando son aspiradas a 

través de una pipeta pasteur (Figura  24).  
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Figura  24-  Esquema de protocolo experimental para obtención de suspensiones celulares de M. corti. 

 

Para evaluar la morfología de las células una vez finalizado el proceso, se realizó un 

extendido de las células (Figura  25). En esta figura es posible observar una 

suspensión celular, con la presencia de núcleos evidenciados  por  la tinción con 

DAPI,  sin la presencia de agregados celulares y con diferente morfología celular. 

 

Figura  25 – Microscopia de epiflourescencia de suspensiones celulares utilizando protocolo con tripsina 0.1%.  
Imagen obtenida en colaboración con el Dr. Uriel Koziol. En azul se representan los núcleos, tinción con DAPI  
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El análisis de las imágenes obtenidas de las preparaciones de microscopia de 

epifluorescencia,  muestra  que efectivamente el uso de este protocolo de 

preparación celular es adecuado para la generación de suspensiones celulares 

monodisperas,  donde  es posible observar células con diferentes tipos de 

morfología. 

El uso de la citometría de flujo utilizando suspensiones de células fijadas, obtenidas 

a partir del protocolo descripto anteriormente, permitió además realizar una 

evaluación del contenido de ADN celular, para estimar las cantidades de células 

obtenidas en las  diferentes fases del ciclo celular. 

Para hacer el análisis del histograma como el representado en la Figura 26 y 

reconocer las poblaciones celulares, es necesario ver que  las células que se 

encuentran en fase G0/G1 (antes de la síntesis de ADN) tienen una cantidad X 

definida de ADN. Las células en fase G2 o M contienen una cantidad de ADN de 

2X y durante la fase S (síntesis de ADN) las células en esta fase contienen niveles 

de ADN entre X y 2X. [211] 

 

 

Figura 26- A) Esquema de ciclo celular; B) Histograma representativo del perfil de ciclo celular obtenido del 
análisis de suspensiones celulares fijadas en EtOH 70% teñidas con IP de M. corti La distribución del ciclo 

celular fue realizada contando todas las células en la muestra y representando su contenido celular. C) 

Histograma representativo del perfil de ciclo celular obtenido suspensiones celulares de S. mediteranea (planaria) 
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teñidas con IP. Figura A tomada de http://www.profesorenlinea.cl/Ciencias/Celular_Ciclo.html; B, 
modificado de [210]; C modificado de[212] 

 

En la Figura 26b se muestra un histograma representativo de la distribución de las 

células a lo largo del ciclo celular. Analizando la distribución de las células a lo 

largo del ciclo celular, en una preparación de células fijadas, teñidas con IP y con 

un CV apropiado  de 7.92, estimamos que el 92% de las células se encuentran en 

G0/G1, 3.7% en fase S y el 3.3% en fase G2/M. Esta distribución de células en 

cada fase del ciclo celular parece mantenerse a lo largo de experimentos 

independientes.  Y más aún, esta distribución celular es comparable a la que se 

observan en otros platelmintos [212], indicando que el método es lo suficientemente 

sensible para detectar células proliferativas a partir de los macerados celulares del 

parásito.  

Para determinar si el método que se desarrolló era sensible para  detectar cambios 

reproducibles en la variación del porcentaje de células poliferativas (S o G2/M),  

luego de realizar tratamientos experimentales a los ejemplares en cultivo y 

utilizados luego en el macerado celular, testamos diferentes condiciones. 

Inicialmente, seleccionamos dos tratamientos que causaran efectos opuestos en la 

proliferación celular. Por un lado, un tratamiento con colchicina, agente citostático 

que bloquea la salida de las células en fase M del ciclo celular, llevando a un 

aumento en la proporción de células en fase G2/M. Mientras que por otro lado, 

testamos un  tratamiento con hidroxiurea (HU), agente inhibidor de la 

ribonucleotido reductasa que es tóxico para aquellas células  sintetizando  ADN en 

fase S, llevando a una disminución de células  proliferativas. Este tratamiento ya 

había sido utilizado previamente para la eliminación de las células proliferatiavas 

en otros invertebrados [66,213,214]. 

 

Los resultados obtenidos para el caso de organismos tratados con 0.018% de 

colchicina luego de 12hs de tratamiento, mostraron una tendencia al  incremento 

del número de células en G2/M (Figura  27A-B). En el caso del tratamiento con 

HU no fue posible la detección de una disminución significativa en el número de 

células proliferativas (datos no mostrados). 

http://www.profesorenlinea.cl/Ciencias/Celular_Ciclo.html
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Posteriormente, se testó el protocolo de activación con pepsina de larvas en cultivo 

empleado para E. granulosus, pensando que tal vez la activación de las larvas pueda 

inducir a un aumento en la proliferación celular. Los resultados obtenidos en este 

caso no mostraron diferencias significativas respecto al protocolo original ( Figura  

27C-D).  

 

Figura  27-Tratamientos realizados en suspensiones celulares  de M. corti para testar variación del porcentaje de 

células proliferativas. A) Control; B) Tratamiento con colchicina; C) Control; D) Pepsina. 
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Todos los resultados expuestos hasta aquí muestran qué se generó un método 

efectivo para evaluar suspensiones celulares por citometría de flujo (Figura  24). 

Esto  nos permite  evaluar rápidamente los efectos sobre la capacidad proliferativa 

de diferentes tratamientos mediante el estudio de  cambios en el número de células 

en las diferentes etapas del ciclo celular utilizando marcación con  IP.  

Recientemente en el laboratorio se cuenta con un nuevo modelo de cestodo, 

Hymenolepis microstoma.  Por esta razón,  se planteó evaluar si el protocolo puesto a 

punto para M. corti era adecuado para este cestodo. Estos experimentos permitirían 

validar nuestro protocolo de preparación de suspensiones. Para ello se realizó una 

disección a nivel de las primeras proglotides del gusano adulto de H. micostoma de 

forma de obtener la región del cuello, zona más rica en células proliferativas. Esta 

región fue  tratada utilizando el protocolo descripto anteriormente y en paralelo se 

trabajaron con ejemplares de M. corti  como control del ensayo.  

En la Figura  28 podemos  observar  una comparación de los ciclos celulares de 

H.microstoma y  M. corti.   

. 

 

 Figura  28-Histogramas de Ciclo celular de suspensiones celulares fijadas en EtOH 70% de A) Hymenolepis 

microstoma; B) Mesocestoides corti.  La distribución del ciclo celular fue realizada contando todas las células en la 

muestra y representando su contenido celular.  
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En las condiciones del ensayo, se puede observar que si bien existe un patrón 

similar en la  distribución de  las células en cada fase del ciclo celular,  en este caso  

particular, en  Hymenolepis  existe  una mayor proporción de células en fase S  y 

menor proporción de células en fase G2/M. 

Estos resultados demuestran que el método de disgregación es efectivo en otros 

cestodos, lo que permitiría  realizar tratamientos que afecten la capacidad 

proliferativa y determinar cómo afecta la distribución de las células en cada fase del 

ciclo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.
˚˚˚̊

 Aislamiento de células proliferativas por citometría de flujo 

2.2.1. Tinción de células viables para Citometría de flujo 

Cuando se contó con un  protocolo para la preparación de suspensiones celulares 

apto para citometría de flujo, fue necesario trabajar en la puesta a punto de los 

diferentes colorantes a utilizar para su identificación.  

Se comenzó trabajando con Hoechst 33342 e IP. El  primer colorante se une al 

surco menor del ADN en forma estequiométrica. El mismo es considerado vital por 

su capacidad de ser permeable a las membranas de células vivas y el segundo se 

utilizó para analizar viabilidad celular. Dado que los resultados obtenidos con estos 

colorantes fueron infructuosos en cuanto al análisis de las poblaciones celulares, se 

Logros: 

1. Protocolo optimizado para obtener suspensiones celulares monodispersas, sin 

agregados celulares y factibles de ser analizados por citometría de flujo.  

Este protocolo  permite definir adecuadamente las diferentes fases del ciclo celular, 

con la menor cantidad de dobletes y de  detrito celular.  

2. Método sensible para detectar cambios reproducibles en la variación de porcentajes 

de células proliferativas luego de realizar tratamientos experimentales.  

3. Método adecuado para  ser aplicado a otros modelos de  Cestodos. 
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resolvió la incorporación de un tercer colorante, calceina AM.  El ensayo realizado 

con esta molécula se basa en la conversión del colorante no- fluorescente a 

fluorescente por la actividad de estearasas intracelulares en células vivas. La  

incorporación de este colorante permitió el análisis y la identificación de las 

poblaciones celulares en las diferentes fases del ciclo celular.  

La optimización del protocolo de tinción implicó un arduo trabajo ya que se debió 

seleccionar la concentración adecuada para cada colorante individualmente y 

evaluar  posteriormente la triple coloración. En la Tabla 11  se resume las 

concentraciones que fueron testeadas para cada colorante. 

Tabla 11- Concentraciones evaluadas para los colorantes Hoechst y Calceina. En negrita se señalan las 
concentraciones utilizadas finalmente. 

Hoechst  Calceina 

[ ]g/ml  [ ]g/ml 

0.2  0.01 

2  0.02 

3  0.2 

4  0.25 

5  0.35 

20   

 

A partir de los resultados obtenidos de los análisis citométricos  de estos 

experimentos, se seleccionó un protocolo de coloración en el que se utiliza una 

combinación de  de 5 g/ml de Hoechst y 0.02 g/ml de Calceina. En el momento 

previo a introducir la muestra en el citómetro se incorpora la coloracion con IP a 

una concentración de 2g/ml.  

2.2.2. Determinación de porcentaje de células en cada fase del ciclo 

celular a lo largo del desarrollo estrobilar  de M. corti 

Previo a realizar el aislamiento de las células por citometria de flujo, se realizó un 

ensayo donde se evaluó el porcentaje de células en cada fase de ciclo celular a lo 

largo del desarrollo en cultivo de M. corti (Tabla 12, Figura  29). Este ensayo 

permitió determinar la cantidad de días de cultivo adecuados para obtener la mejor 

relación entre la cantidad de células proliferativas y una buena definición de las 

poblaciones celulares. En la Figura  29 se representan los plots y la tabla resume la 
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proporción de células en cada fase del ciclo celular correspondientes a 2, 4, 6, 8, 10 

y 13 días de cultivo. 
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Tabla 12- Porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular durante el desarrollo estrobilar de M. corti 

en cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  29- Evaluación de los 

porcentajes de células en 

cada fase del ciclo celular a 

lo largo del desarrollo 

estrobilar de M. corti  Se 

visualizan los histogramas 

del ciclo celular, el análisis 

de ciclo celular se realizó 

utilizando Hoechst 33342. 

A-2 días de cultivo, B-4 días 

de cultivo, C-6 días de 

cultivo, D-8 días de cultivo, 

E-10 días de cultivo, F-13 

días de cultivo. Insertos- 

Distribución de las 

poblaciones en cada fase del 

ciclo celular, y eliminación 

de dobletes respectivos para 

cada día de cultivo 

 %G0/G1 % S % G2/M 

2 días de cultivo  75.5 16.3 4.5 

4 días de cultivo  72 18.5 4 

6 días de cultivo  81.7 10.1 5.2 

8 días de cultivo  77.3 14.4 4 

10 días de cultivo  77 13.7 4.7 

13 días de cultivo  72.7 17.5 5.9 
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Basados en el porcentaje absoluto de células en fase G2/M ( Tabla 12) y  la buena 

separación de los picos entre las fases G0/G1 y G2/M, (Figura  29),  se definió 

trabajar con organismos con 6 días de cultivo.  

Si se analizaron los porcentajes de células en cada experimento, se observa que es 

muy similar para todos los ensayos. Si bien los ejemplares con 6 días no presentan 

los porcentajes de células proliferativas más altos en total (incluyendo fase S), si 

presentan una muy buena definición de las poblaciones celulares en las distintas 

fases del ciclo celular. Esto hace que se puedan definir mejor las poblaciones y las 

estimaciones de las proporciones de células sean más adecuadas. Si comparamos el 

caso de organismos con 13 días de cultivo con el de 6 días es posible ver que limitar 

las  poblaciones en el primer caso es mucho más difícil porque las nubes de las 

diferentes fases de ciclo se vuelven más anchas y por lo tanto más difícil de 

delimitar llevando a una estimación inadecuada de las cantidades de células. 

Una vez finalizada la etapa de identificación de las diferentes poblaciones celulares, 

y la determinación de días de cultivo óptimos, proseguimos con el aislamiento por 

citometría de flujo de las fracciones celulares presentes en G0/G1 y S, G2/M para 

su caracterización. 

2.2.3. Aislamiento de células mediante sorting celular 

Para poder realizar separación celular, las poblaciones a separar deben ser 

identificadas mediante una estrategia de selección de poblaciones (con gates) y uso 

de diferentes parámetros que permitan seleccionar exclusivamente aquellas células 

que sean de interés. Particularmente en este trabajo, suspensiones celulares 

obtenidas a partir de organismos con 6 días de cultivo fueron preparadas y teñidas 

según lo descripto en los apartados anteriores, para ser sometidas a análisis por 

Citometría de flujo y sorting celular. Las muestras ingresadas en el citómetro 

primero son seleccionadas por los parámetros Foward ligth scatter (FSC) y Side ligth 

scatter (SSC; Figura 30A). El parámetro FSC es proporcional al área de la superficie 

celular o al tamaño,  mientras que  SSC  es proporcional a la granulosidad o 

complejidad interna de la partícula  que se está analizando. Este análisis permite 

seleccionar la población de interés en cuanto a tamaño y granulosidad y a su vez 
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eliminar del análisis restos celulares. Posteriormente, se realiza una exclusión de 

dobletes para seleccionar únicamente las células singuletes para el análisis (Figura 

30B). Como se explicó en la sección 2.1 de resultados, los dobletes son generados 

cuando por el citómetro pasan dos células unidas,  cuyo contenido de ADN es 

equivalente a la fase G0/G1, y son registradas como un único evento. Es por esto 

que la exclusión de dobletes es fundamental para no llevar a un error en el número 

relativo de células en fase G2/M. 

 La población celular seleccionada es entonces analizada en base a su intensidad de 

tinción con colorantes vitales y contenido de ADN. Para la identificación de 

aquellas células viables contenidas en la población seleccionada, se grafica la 

intensidad de fluorescencia relativa de IP contra la de calceina AM (Figura 30C). El 

corte en la delimitación de cada población se realiza utilizando un control  sin teñir 

y single staing para cada colorante (datos no mostrados). Una vez seleccionada la 

población de células viables (calceina positivas/ IP negativas), las muestras son 

seleccionadas para análisis de ciclo celular  (tinción con Hoechst 33242, Figura 

30E) para determinar en qué  fases del ciclo celular se encuentran  y realizar la  

decisión de sorting (Figura 30D).  
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Figura 30-Aislamiento de células por citometría de flujo. Separación utilizando triple tinción Hoechst 
33342/CalceinaAM/Ioduro de propidio. A) Dot plot Foward ligth scatter (FSC) contra  Side ligth scatter (SSC) para 

seleccionar la población por tamaño y granulosidad; B) Dot plot de células individuales Hoechst 33342 Área vs 

Hoechst 33342 lineal.  Este dot plot permite la exclusión de dobletes  ya que presentan el doble de señal de 

tinción Hoechst 33342 lineal; C) Dot plot de Intensidad de fluorescencia de calceina AM vs Ioduro de propidio 

que permite la selección de células viables (calceina positivas/Ioduro propidio negativas); D) Dot plot de células 

individuales (Hoechst 33342 Área vs Hoechst 33342 lineal). Este dot plot permite la selección de la población 

para sorting basados en su contenido de ADN, en esta imagen se observa la selección de gates de las 
poblaciones a separar. E) Histograma de tinción con Hoechst 33342 de células viables (de células en el plot 

Figura 30D), el mismo muestra diferentes contenidos de ADN para las celulas del parasito que se correponden 

a diferentes fases del ciclo celular. Figura modificada de [210]. 

Luego de realizado el sorting celular la morfología de las células en cada fracción es 

analizada microscópicamente (Figura  31).   
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Figura  31- Morfología de células  en  A) suspensión celular; B) fracción G0/G1; C) fracción G2/M. La barra 

representa 5m. Figura modificada de [210]  

 

En esta figura es posible observar las características morfológicas de las células 

antes y después de la separación celular. Tanto en la suspensión celular como en la 

fracción obtenida para células en fase G0/G1 la población celular que se observa es 

diversa, donde es posible encontrar células de distintos tamaños y formas (Figura  

31 A-B). Mientras que en la fracción  G2/M se observa una población celular 

homogénea en cuanto a forma y tamaño de las células (aproximadamente 5m de 
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diámetro). Las células presentan una morfología esférica con un núcleo grande y 

escaso citoplasma, característico de células germinativas (Figura  31C).  

 

Concluyendo, desarrollamos un método que permite el aislamiento de las células 

proliferativas  de M.corti por Citometría de flujo y sorting celular. Las células 

aisladas correspondientes a la fracción G2/M presentan  características 

morfológicas de  células germinativas conservadas, igual a la de  otros platelmintos 

[45,54–56,59,80], pequeño tamaño, forma esférica con una alta relación  núcleo/ 

citoplasma.  

Estos resultados no solo abren las puertas a la realización de otros proyectos que 

están siendo actualmente desarrollados en el laboratorio, dada la posibilidad de 

obtener las células proliferativas M. corti, sino que también pueden contribuir para 

facilitar la caracterización  de las células proliferativas de M.corti y de otros modelos 

de Cestodos. 

De los resultados descriptos en las secciones anteriores se publicó un artículo en la 

revista Experimental Parasitology,  en la cual junto con Dr. Uriel Koziol soy primera 

autora. El mismo se adjunta en el apéndice 2.   

  

 

 

 

 

 

Logros:  

1. Identificación de poblaciones celulares en el Citómetro de flujo,  mediante  triple 

marcado.  

2. Determinación de tiempo óptimo  de cultivo in vitro  

3. Aislamiento de poblaciones celulares de M.corti mediante sorting celular.  
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3.  Cultivo in vitro de suspensiones celulares de M. corti.  

La generación de una línea celular de M. corti  abriría las puertas para mejorar la 

caracterización morfológica de estas células proliferativas e incluso ensayos 

funcionales de ARN interferencia. Esto permitiría la identificación de blancos 

específicos que lleven a largo plazo a  generar herramientas para lograr la 

erradicación de estos y otros parásitos.  

Inicialmente se propuso que los experimentos de cultivo in vitro se realizarían a 

partir de células aisladas por citometría de flujo. Esto sería lógicamente lo ideal 

dado que se parte de células purificadas donde la mayor cantidad de células son 

neoblastos. Sin embargo, los resultados obtenidos por citometría de flujo muestran 

que las proporciones celulares obtenidas son bajas, y además se suma el 

inconveniente de que las preparaciones pueden quedar con algunos detritos 

celulares por lo que muchas veces los eventos registrados por el citómetro no son 

siempre la cantidad real. Es por ello que se optó por trabajar con suspensiones 

celulares sin purificar. Esto lógicamente genera el inconveniente de que las células 

con capacidad proliferativa se ven diluidas en la preparación y tampoco se pierden 

los detritos celulares, pero la ventaja es que se puede partir de mucho material 

inicial fácilmente por lo que puede ser una buena primera aproximación.  

Los experimentos de cultivo in vitro se realizaron en el laboratorio del Dr. Klaus 

Brehm durante una pasantía de investigación. Estos experimentos se basaron en el 

protocolo que se emplea en dicho laboratorio para la realización de cultivos 

primarios de Echinococcus multilocularis  [215–217],  y  modificaciones de  nuestro 

protocolo de preparación de las suspensiones celulares. Para obtener la cantidad de  

material equivalente, se aumentó la cantidad de material de partida, se implementó 

el uso de una malla de 30 m de forma de retener la mayor cantidad de restos 

celulares, la eliminación de corpúsculos calcáreos mediante centrifugación y la 

filtración final de la preparación con un filtro estéril de 40m.  

En la Figura  32 se muestra un esquema de la estrategia utilizada para realizar el 

cultivo de las células.  
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Figura  32- Esquema de estrategia utilizada para realizar el cultivo de células de M.corti A) Estrategia empleada 

para el control positivo,  B) Estrategia empleada para las muestras problema. 

 

Para testar la capacidad proliferativa de las células en cultivo se utilizó la 

incorporación del análogo de timina EdU que se incorpora a las moléculas de  

ADN recién sintetizado, como se describió en la sección 4.1. 

En estos ensayos se trabajó utilizando dos condiciones, una donde se expone a los 

organismos a una incubación con EdU previa a la preparación de la suspensión 

(control positivo). El control positivo, permite validar la detección de EdU que se 

utilizó para controlar la proliferación in vitro de las células puestas en cultivo.  

La otra condición trabajada es  la que  los organismos son expuestos a EdU 

posterior a la preparación de la suspensión para determinar su capacidad de 

proliferación en cultivo. 

Las células preparadas son testadas en diferentes medios de cultivo, en condiciones  

no reductoras y reductoras, siempre en un ambiente conteniendo N2 y  CO2. Los 

medios testados fueron DMEM, líquido hidático y medio condicionado por 

hepatocitos,  según se describió en la sección 6 de  materiales y métodos.   

El análisis de los resultados utilizando la técnica de EdU puede ser visualizado con 

microscopia de fluorescencia, donde es muy importante determinar la co-

localización derivada de la incorporación de la molécula junto con la tinción del 

colorante DAPI. 

En la Figura  33 se muestran los resultados para los experimentos de cultivo in vitro 

en los diferentes medios de cultivo retirados a las 20 horas. En estos experimentos 

es posible encontrarse  dos posibles resultados (que pueden coexistir), uno en el que 
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existan células que proliferan y otro en el cual hay células que se mantienen en 

cultivo sin proliferar. 

 

Figura  33- Cultivo in vitro de células de M. corti.  A-B, Células  en cultivo en medio DMEM sin agentes 

reductores, C-D, Células  en cultivo en medio DMEM con agentes reductores, E-F, Células  en cultivo en 

liquido hidático sin agentes reductores, G-H, Células  en cultivo en liquido hidático con agentes reductores, I-J, 
Células  en cultivo en medio condicionado por hepatocitos sin agentes reductores, K-L, Células  en cultivo en  

medio condicionado por hepatocitos con  agentes reductores. En azul se visualiza DAPI, en rojo EdU. Las 

flechas continuas indican núcleos positivos para EdU, flechas discontinuas indican presencia de núcleos dada 
su tinción con DAPI. 

 

Los resultados de la figura muestran que para todos los medios y condiciones  

testadas, es posible detectar la presencia de células proliferativas capaces de 

incorporar EdU mientras están en cultivo (flechas continuas, núcleos rojos). A su 

vez, es importante remarcar que se observa la presencia de células que no han sido  

capaces de incorporar la molécula estando en cultivo (flechas discontinuas, núcleos 

azules), lo cual es esperable habiendo partido de suspensiones celulares totales, no 

de células purificadas. 

Para el caso del control positivo, los datos no son presentados  pero también fue 

posible detectar  núcleos positivos para EdU, validando la técnica utilizada.  

La inclusión de este control fue muy importante. Porque si  los ensayos con las 

células hubieran arrojado resultados negativos, los mismos no se podrían relacionar 

A B 

E F 

I J 

C D 

G H 

K L 
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con un error en la técnica del ensayo de proliferación o directamente con la 

incapacidad de las células de proliferar en cultivo.  

Las suspensiones celulares fueron mantenidas en cultivo hasta  72 horas después de 

iniciado el mismo (Figura  34).  Este ensayo se continuó  para todos los medios 

testeados, pero durante el procesamiento de las muestras (detección de EdU), parte 

de las muestras se perdió debido a que las mismas se desprendieron del portaobjeto.  

En las condiciones  que pudieron ser interrogadas, los resultados muestran que, 

existen células capaces de proliferar en cultivo. Esta capacidad fue evidenciada por 

la detección de la molécula EdU, lo que muestra que parte de las células fueron 

capaces de dividirse. 

 

Figura  34- Cultivo in vitro de células de M. corti.  A-B, Células en cultivo en líquido hidático sin agentes 

reductores, C-D, Células  en cultivo en medio DMEM sin agentes reductores, E-F, Células  en cultivo en 

líquido hidático con agentes reductores. En azul se visualiza DAPI, en rojo EdU. Las flechas continuas indican 
núcleos positivos para EdU, flechas discontinuas indican presencia de núcleos dada su tinción con DAPI. 
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Durante el tiempo que las células se mantuvieron en cultivo, se realizó un 

seguimiento por microscopia óptica convencional para evaluar el estado de las 

mismas. Claramente  la visualización de las células en el cultivo es muy dificultosa 

debido al tamaño pequeño de las mismas. En todos los casos se apreciaba la 

presencia de mucho detrito celular, y además era posible observar pequeñas esferas 

restringentes (transparentes), probablemente las células.  Estas células en cultivo no 

parecen asociarse entre ellas, ni tampoco adherirse al material plástico que las 

contiene, parecen crecer libres en suspensión sin asociación ninguna  a diferencia de 

lo que sucede con los cultivos primarios de E. multilocularis, que después de 24hs en 

cultivo las mismas comienzan a asociarse [216]. 

Evaluando los resultados generales de estos ensayos es importante destacar que se 

logró obtener células de M. corti capaces de proliferar en cultivo, en todas las 

condiciones ensayadas. Las mismas fueron capaces de sobrevivir en cultivo 

manteniéndose viables y con capacidad de proliferar hasta 72hs. Esto habla de la 

capacidad de las mismas de resistir en condiciones de anoxia,  tal vez debido a 

ambiente natural en el interior del huésped y también es posible pensar que en 

principio son capaces de crecer en cualquiera de los medios ensayados sin 

preferencia  por ninguno dado que no existe mayor proporción de células en uno u 

otro medio.  

El agregado de condiciones reductoras al medio de cultivo tampoco parecería 

indicar que se mejoren las condiciones para volverlas más propicias a inducir una 

mayor tasa de proliferación. Más aún, se testaron algunos suplementos (heparina e 

insulina) que se sabe que tienen la capacidad de aumentar la proliferación celular en 

cultivo y tampoco se obtuvieron resultados diferentes a los mostrados previamente.  

Una alternativa planteada,  es realizar co-cultivo de células de E. multilocularis junto 

con las células de M. corti. Este ensayo puede ser favorable, ya que las células de 

Echinococcus en cultivo tal vez puedan generar  factores de crecimiento más 

adecuados que puedan promover la proliferación celular de las células de 

Mesocestoides.  (Comunicación personal  Dr. Brehm) 

Estos resultados, muestran que las células derivadas de  M. corti son capaces de 

proliferar en cultivo in vitro, algo que hasta el momento no se había testado ni 

reportado. Además de las células proliferativas, existe una población capaz de 
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mantenerse en cultivo sin proliferar.  Esto hace que este trabajo contribuya de 

forma importante al avance del estudio de genómica funcional en cestodos,  ya que 

nos permitirá generar una herramienta para poder evaluar roles funcionales de 

diferentes de marcadores moleculares por lo menos en cultivos de corta duración. 

 

 

 

 

 

 

4. Estudio de Marcadores Moleculares de M. corti.  

 

Dada las dificultades que presenta la identificación de diferentes tipos celulares por 

métodos de histología clásica o bien MET, surge la necesidad de identificar 

marcadores moleculares específicos para cada tipo celular. La existencia de 

marcadores moleculares conservados en este tipo de células, brinda la posibilidad 

de caracterizar estas poblaciones celulares desde un perfil molecular. Debido a  que 

poco se conoce sobre estos organismos, todo conocimiento es importante para 

intentar elucidar si este patrón se conserva entre los platelmintos, más precisamente 

en los cestodos. 

 

4.1.
˚̊ ˚̊

 Aislamiento del gen pL10  

Se propuso  el aislamiento y caracterización de un gen perteneciente a la familia de 

las DEAD helicasas. Inicialmente planificamos el aislamiento del gen vasa, 

altamente conservado en este tipo de células. Este gen se encuentra asociado 

también al desarrollo de la línea germinal.  

Es importante recalcar que, en el momento que se comenzó a trabajar en el 

aislamiento de este marcador, no se disponía de la gran cantidad de genomas 

Logros:  

1. Demostrar que existen células de M. corti capaces de proliferar en cultivo.  

2. La proliferación celular es independiente de los diferentes medios de cultivo.  

3. Fue posible el mantenimiento de cultivo de corta duración. 

4. .  
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disponibles actualmente. Es por ello que inicialmente,  realizamos una búsqueda 

bioinformática en el genoma  de Echinococcus multilocularis, especie altamente 

relacionada cuyo genoma estaba disponible,  y esto nos reveló la ausencia de este 

gen en esa especie. La utilización de este tipo de estrategia ya había sido utilizada 

en el laboratorio para la búsqueda de genes, obteniéndose resultados satisfactorios. 

Es por ello que se decidió aislar el gen pL10. El mismo también pertenece a la 

familia de las DEAD helicasas  y se encuentra asociado a una expresión conservada 

en las células de la línea germinal, y por lo tanto  considerado un marcador 

molecular de las mismas.  

El aislamiento de este gen fue realizado utilizando primers degenerados descriptos 

en la bibliografía [142], los cuales reconocen dos de los motivos conservados en la 

familia de las DEAD helicasas.  El primer Fw reconoce el motivo MACAQT y el 

Rv amplifica la secuencia proteica DRMLDM y el producto de amplificación es de 

400 pb aproximadamente.  En la Figura  35  podemos observar los productos de 

amplificación obtenidos mediante RT-PCR, utilizando como molde ADNc de M. 

corti, F. hepatica, E. granulosus según lo descripto en la sección 7.1 de materiales y 

métodos.   

 

Figura  35-Resultados de amplificación por PCR  con primers degenerados para el  gen pL10.   A) RT-PCR con 
ADNc de organismos segmentados de M. corti  B) F. hepatica y E. granulosus. La flecha roja indica el fragmento 

de interés amplificado correspondiente a 400pb aproximadamente. Abreviaciones: McS, M. corti segmentado; F. 

hep, F. hepatica; E. gran, E.granulosus; MPM, Marcador de peso molecular. 
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Como es posible observar en la Figura  35,  la utilización de  los primers 

degenerados,  permite la amplificación de la banda de interés en todas las especies, 

pero además existe amplificación inespecífica. Esto probablemente se deba al uso 

de bajas temperaturas de annealing debido al uso de primers degenerados que puedan 

producir el pegado inespecífico de los mismos.  

Una vez purificados los fragmentos de interés, los mismos fueron clonados y 

secuenciados para confirmar que efectivamente se contaba con las secuencias de 

interés. 

En el caso de M. corti, se intentó completar la secuencia del gen amplificado 

mediante ensayos de RACE 3´ una  técnica que ya se encontraba implementada en 

el laboratorio con resultados satisfactorios. En este caso, reiterados intentos para 

completar la secuencia fueron infructuosos. 

Mediante estudios filogenéticos se evaluaron las relaciones de ortología entre los  

genes amplificados, los de otros platelmintos y animales para confirmar que se 

trataba del gen del interés y no otro miembro de la misma familia.  
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Figura  36- Relaciones filogenéticas de las secuencias amplificadas para los genes pertenecientes a la familia de 
las DEAD helicasas de M. corti, E. granulosus y F. hepatica. El árbol fue construido utilizando Neighbor-Joining 

bajo el modelo JJT con un bootstrap de 1000 replicas. Para poder verificar las relaciones de ortología entre estos 

genes en el árbol se incluyen, secuencias correspondientes a las subfamilias pL10 y vasa; se incluyen como  

grupo externo secuencias pertenecientes a las subfamilias DDX5 y DDX17. Las flechas de color rojo indican 
las secuencias amplificadas en este trabajo. Los códigos de acceso se incluyen en una tabla en el apéndice 3. 

Estos análisis muestran que las secuencias aisladas para M. corti y F. hepatica, 

agrupan con los genes pertenecientes a los miembros de la familia pL10.  La 

secuencia amplificada correspondiente a pL10 de  M.corti, presenta una asociación 

con su ortólogo en el cestodo E. multilocularis. La secuencia amplificada para F. 

hepatica presenta relaciones de ortología con su ortólogo en  P. destorman un parásito 

trematodo.  Sin embargo, la secuencia amplificada para E. graulosus presenta una 

asociación con una ARN helicasa dependiente de ATP, clasificada como DDX5 

miembro de esta familia del trematodo de S. mansoni. Más aún, un blast realizado 

con esta secuencia amplificada en el genoma de E. granulosus disponible (ver 

sección 4.2 de resultados) revela que el mismo se encuentra clasificado como una 

DDX5, confirmando los resultados obtenidos a partir de las relaciones 

filogenéticas.  
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4.2.
˚̊ ˚̊

 Estudios in silico  de genes marcadores 

Mientras se desarrollaba esta tesis se secuenciaron varios genomas de helmintos, 

incluido M.corti, los cuales están disponibles públicamente en WormBase ParaSite. 

La disponibilidad de estos genomas, abre las puertas al desarrollo de herramientas 

que permite el estudio global de diferentes genes.  

4.2.1. Búsqueda de genes ortólogos de pL10 en  genomas de 

Cestodos. 

Se  realizó una búsqueda de la secuencia in silico del gen pL10 a partir de la aislada 

experimentalmente, permitiendo completar la secuencia de interés. Para ello, se 

utilizó la secuencia amplificada previamente y esta fue utilizada para realizar un 

tblastn  en el genoma de M. corti. De los resultados obtenidos se  seleccionó el hit 

que presentaba mejor e-value y con  el programa Artemis se determinó el modelo 

génico completo, identificando los sitios de splicing y la presencia de los motivos 

característicos.  A su vez, siguiendo esta misma estrategia, se realizó la misma 

búsqueda  en los genomas de Cestodos relacionados: E.granulosus, E. multilocularis, 

H. microstoma y T. solium, utilizando como secuencia query la de  M. corti. Esta 

búsqueda permitió la identificación de las secuencias correspondientes a pL10 de 

estos parásitos.   
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Figura  37- Alineamiento de las secuencias de pL10 resultante de la búsqueda in silico en genoma de Cestodos. 

A) Estructura génica consenso del gen pL10 para los cestodos estudiados. B) Esquema representativo de los 

motivos pertenecientes a la familia de DEAD helicasas. C) Alineamiento  resultante de las secuencias obtenidas 

para T. solium, H. microstoma, E. granulosus, E.mulitlocularis  y M. corti.  En el alineamiento se señalan los motivos 

característicos de la familia DEAD.  Las flechas rojas indican los límites de los exones. Esquema en  B tomado 
de [143] 

 

En la Figura  37 se representa el alineamiento de las secuencias proteicas obtenidas 

de la búsqueda in silico del gen pL10 en los genomas de Cestodos. A partir de los 

modelos génicos, obtenidos  en dicha búsqueda y su análisis en el programa 

B 

C 
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Artemis, es posible inferir que la estructura génica de este gen se encuentra 

conservada. El gen pL10 en estos Cestodos presenta 7 exones en todos los casos  y 

los limites de los mismos se encuentran altamente conservados, con la excepción 

del final del exón 2 donde hay una diferencia tanto para M.corti como para T. solium 

respecto a H. microstoma y Echinococcus spp.  Analizando el alineamiento es posible 

observar que las secuencias entre los diferentes organismos se encuentran muy 

conservadas, presentando diferencias más marcadas en el inicio del exón 2 y la 

región final del último exón. Las relaciones de ortología para estos genes fueron 

evaluadas en un árbol, comprobando que efectivamente estábamos frente a los 

genes ortólogos de M. corti (datos no mostrados).  

4.2.2. Búsqueda de genes pertenecientes a la familia de DEAD 

helicasas  

Con el fin de evaluar cual  y cuántos de los miembros de la familia DEAD se 

encuentran presentes en  Cestodos, se realizó con la colaboración de la Mag. Alicia 

Costábile una búsqueda en los genomas de los Cestodos.  

Se evaluaron aquellos genes que se encontraban anotados automáticamente, la 

búsqueda se realizó utilizando la palabra DEAD.  Este análisis reveló la presencia 

de un número enorme de secuencias para cada especie evaluada (61 E. granulosus, 

60 E. multilocularis, 62 H microstoma, 59 T solium y 53 M corti). Con estas secuencias 

se realizó un análisis filogenético para evaluar cual eran las relaciones filogenéticas 

entre ellas. (datos no mostrados). Una vez inspeccionado el árbol, se comprobó que 

para todos, menos para algún caso particular de M.corti, existía un ortólogo 

representante de E. multilocularis, por lo que se decidió eliminar del análisis las 

secuencias correspondientes a los genomas de E. granulosus, H. microstoma y T. 

solium, debido a la cantidad inmanejable de secuencias.  Una segunda depuración 

de los datos fue realizada cuando se incorporaron al análisis secuencias de 

referencia para cada miembros de la familia. El cruce de esta información junto con 

la de los genomas seleccionados permitió eliminar aquellas secuencias 

correspondientes a miembros de la familia emparentada DEAH. Finalmente el 

árbol resultante se muestra en la Figura  38. 
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Figura  38- Relaciones filogenéticas de proteínas de la familia DEAD. En el análisis se incluyen las secuencias 

obtenidas de la búsqueda in silico en los genomas de E.multilocularis, M.corti, S.mansoni. El árbol fue construido 

utilizando el método de  Maximum likelihood utilizando el programa 2.1.7 FastTree. Para poder verificar las 

relaciones de ortología entre estos genes en el árbol se incluyen, secuencias de referencia correspondientes a 

miembros de la familia DEAD. Las flechas de color rojo indican las proteínas presentes en  genoma de M. corti, 

la flecha de color violeta indica la secuencia de pL10 de M. corti amplificada en este trabajo. Los códigos de 

acceso se incluyen en una tabla en el apéndice 3.   

 

Los resultados muestran que entre las proteínas anotadas en los genomas de 

Cestodos se encuentran presentes casi todos los miembros de la familia DEAD, con 

la excepción de los miembros DDX4, DDX10, DDX25, DDX28, DDX43, 

DDX47, DDX59. No es posible afirmar que estos miembros no se encuentren en el 

genoma de Cestodos, ya que es probable que los genes mencionados no se 

encuentren anotados. Para verificar esta hipótesis es necesario interrogar mediante 
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blast los genomas de interés utilizando como query las secuencias de referencia 

correspondiente. 

Recientemente se ha reportado en la literatura que los genes vasa se encuentran 

ausentes en los genomas de cestodos y trematodos [109,110].  Es importante 

destacar que no se encontraron genes vasa (DDX4) para ninguno de los Cestodos 

analizados, confirmando los resultados obtenidos por estos autores.  

En relación a los genes presentes en M. corti, fue posible la identificación de varios 

miembros de la familia (indicados con flechas de color rojo en la figura). Sin 

embargo  muchos genes no se encuentran identificados en el análisis. Para 

corroborar que los genes faltantes efectivamente no se encontraban en el genoma y 

que no fuera error de anotación, se realizó un blast sobre el genoma de Mesocestoides 

utilizando como query las  secuencias de E.multilocularis  anotadas.  Estos 

resultados, si bien son  preliminares, indican que estos genes se encuentran 

presentes en el genoma de este Cestodo, pero no se encuentran anotados.  Para 

confirmar que los genes que se encuentran sin anotar son efectivamente los 

correspondientes ortólogos de E. multilocularis, es necesario el ensamblado manual 

de cada una de las secuencias y posterior análisis de relaciones filogenéticas.  

4.2.3. Búsqueda de genes ortólogos de pumilio en  genomas de 

Cestodos. 

Se  realizó una búsqueda in silico de los genes pumilio en los genomas de Cestodos 

E.granulosus, E. multilocularis, M.corti, H.microstoma y Taenia solium. Para ello, se 

realizó una búsqueda de estos genes en las anotaciones automáticas que se 

encuentran disponibles en WormBase Parasite.  Los resultados obtenidos de esta 

búsqueda son coincidentes con los encontrados por Koziol et al. (2008), en donde 

se describe la presencia de dos genes pumilio para especies parasitas.  En la Figura  

39 se muestran los resultados obtenidos del alineamiento de  las secuencias 

correspondientes para Pum1.  
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Figura  39-Alineamiento de las secuencias de PUM1 de la búsqueda in silico en los genomas de Cestodos. A) 

Estructuras génicas para cada gen identificado para los cestodos estudiados. B) Alineamiento resultantes de las 

secuencias obtenidas para E. granulosus, E.multilocularis, M.corti, T.solium, H.microstoma En el alineamiento se 

señalan con líneas de colores los repetidos del dominio PUM-HD. Las flechas rojas indican limites de los 
exones, las flechas naranjas indican límites de exones diferentes para H.microstoma.  
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El alineamiento de las secuencias,  junto con su análisis en el programa Artemis,  

permitió evaluar la calidad de  la anotación. Para pumilio1 la anotación predicha 

de los genes encontrados en los Cestodos estudiados es adecuada.  

Todos los genes pum1 presentan la misma cantidad de exones predichos. La 

longitud de dichos exones  es variable.  Los aminoácidos definidos como límites de 

los exones se encuentran bien conservados a excepción de algún caso particular. 

Para el exón1de H.mirostoma, este AA se encuentra ubicado en una región anterior 

al límite consenso (indicado con flecha naranja en Figura  39).  El análisis de la 

secuencia en el programa Artemis no permite identificar una secuencia similar en la 

región a la del “límite consenso” para este caso, por lo que no parecería  ser un 

error en la anotación la diferencia en cuanto al límite de los exones. En la parte A 

de la Figura  39 se resumen los modelos génicos obtenidos.  Como es posible 

apreciar en el esquema, se identificaron los diferentes exones y los tamaños 

respectivos. Utilizando variaciones en los diferentes colores se intentó señalar las 

diferencias en relación  al tamaño de cada exón.  

La parte B  de la figura se muestra los alineamientos de las secuencias  respectivos.  

El análisis de los alineamientos muestra que las regiones fuera de dominio PUM-

HD son variables,  coincidente con lo indicado  por Koziol et al. (2008). Mientras 

que, la región del dominio PUM-HD es fácilmente reconocible debido a su alta 

conservación. Con las secuencias obtenidas para cada especie, se realizó una 

búsqueda de regiones conservadas en PFAM y  a partir de los resultados se 

identificaron 7 repetidos en la región del PUM-HD, indicados con líneas de colores 

en el alineamiento. 

En relación a los genes pumilio 2, se realizaron las mismas búsquedas descriptas en 

los párrafos anteriores y los resultados obtenidos se muestran en la Figura  40. 
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Figura  40- Alineamiento de las secuencias de PUM2 de la búsqueda in silico en los genomas de Cestodos. A) 

Estructuras génicas para cada gen identificado para los cestodos estudiados. B) Alineamiento resultantes de las 

secuencias obtenidas para E. granulosus, E.multilocularis, M.corti, T.solium, H.microstoma En el alineamiento se 

señalan con líneas de colores los repetidos del dominio PUM-HD. Las flechas rojas indican limites de los 
exones, las flechas naranjas indican límites de exones diferentes para H.microstoma.  

Los resultados del análisis de la búsqueda de genes  pumilio 2, muestran que este 

gen presenta 10 exones en todos los organismos evaluados, a excepción de H. 
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microstoma que presenta 9 exones. El análisis manual de la secuencia 

correspondiente al gen pum2 de H.microstoma, muestra que el exón 7 de 

H.microstoma, contiene las secuencias correspondientes al exón 7 faltante,  y este 

exón predicho no contiene sitios canónicos de splicing en la región que 

correspondería al límite  del mismo. En el caso del gen correspondiente a T.solium, 

se realizó un curado manual de la secuencia ya que el análisis de la secuencia 

evidenció un error  la predicción de exones, suprimiendo un exón e incorporado 

uno extra. 

El análisis del alineamiento de  las secuencias nuevamente evidencia la 

conservación del dominio PUM-HD, y la variabilidad de la región fuera de la 

misma. En cuanto a los limites de exones, en este caso,  los AA en el límite de los 

mismos se conservan (flechas rojas) con algunas excepciones para el caso de H. 

microstoma (indicado con flecha azul), en el exón 1. 

4.2.4. Identificación de isoformas de genes marcadores pL10 y 

pumilio  

Recientemente, utilizamos datos de transcriptoma del tetratiridio de M. corti [218], 

para realizar comparación con los genes anotados automáticamente en el genoma. 

Esto permitiría identificar la presencia de nuevas isoformas en los distintos genes 

evaluados, que no estuvieran contempladas en la anotación automática y  

evidenciar posibles errores de anotación.  

Los resultados, mostraron la presencia de 2 posibles isoformas del gen pL10 de M. 

corti, 3 isoformas para pum1, y una única isoforma para pum2.  En la Figura  41, es 

posible observar un esquema de los modelos génicos y las isoformas obtenidas para 

el estadio larval tetratiridio de M.corti.  
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Figura  41-Esquema representativo modelos génicos e isoformas encontradas para genes pL10 y pumilios. A) 
Módelo génico anotado  e isoformas correspondiente al gen  pL10; B) Modelo génico anotado e isoformas 

correspondiente al gen pum1; C) Modelo génico anotado  e isoforma correspondiente al gen pum2.   

 

Para el caso del gen pL10, la isoforma representada como isoforma 1,  es idéntica 

no solo al modelo génico anotado, sino que también coincide con la anotada 

manualmente (realizado previo a la anotación). La segunda isoforma identificada 

comparte la mayor parte de los exones (2-7) difiriendo en el primero y el último 

(Figura  41A). 

En el caso del gen pum1, las isoformas identificadas son 3, donde  la isoforma 1 es 

idéntica al modelo génico anotado, mientras que la isoforma 2 no contiene el 

primer exón, y el correspondiente exón 2 de esta isoforma es  un poco más largo 

que el de la 1. En el caso de la isoforma 3, esta carece de los 2 primeros exones y su 

tercer exón en más corto que su correspondiente en las demás isoformas (Figura  

41B). La búsqueda de promotores alternativos en la región entre el exón 1 y el exón 

2 utilizando el programa Promoter scan, no evidenció la presencia de un promotor en 

la región entre ambos exones.  Por lo que, si la existencia y expresión de estas 

isoformas es verdadera, se estarían expresando mediante un promotor único, 5´ 

upstream.  El gen pum 2 sin embargo no reveló la presencia de nuevas isoformas. 

Para poder verificar experimentalmente la expresión de estas isoformas, se 

realizaron primers de forma de poder amplificar completas  cada una de las 
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isoformas. Para cada gen, se diseñó un primer que permita la amplificación a partir 

del exón 1 de cada isoforma, mientras que el reverse se diseñó en base a una 

secuencia compartida por todas las isoformas. Los PCRs se realizaron utilizando 

un pool de ADNc de diferentes días de cultivo, para poder analizar todos los 

estadios juntos, evitando la posibilidad de  obtener un resultado negativo debido a 

que no se exprese en  un estadio particular.  

 

Figura  42- Diseño de primers para comprobar existencia de isoformas de genes pL10 y pum1. A) Primers 

diseñados para isoformas del gen pL10. B) Primers diseñados para isoformas del gen pum1.  Flechas rojas 

indican primers forward, flechas azules primers reverse.   

 

Para el gen pL10, se logró la amplificación de productos que podrían corresponder 

con las  posibles isoformas de pL10, por lo que los productos de amplificación 

fueron purificados y enviados para su secuenciación. Los resultados preliminares 

obtenidos de dicha secuenciación no fueron concluyentes, por lo que los mismos 

deben ser repetidos.   

Para el gen pum1 directamente no se logró la amplificación de ninguna de las 

isoformas. Tal vez, una posible explicación de estos resultados,  es que  los tamaños 

de los productos a amplificar sean muy grandes (2000pb la isoforma más grande), a 

pesar de haber utilizado una Taq polimerasa capaz de levantar productos de ese 

tamaño,  o bien que los niveles de expresión de estas isoformas sean muy bajos 

impidiendo la amplificación de los mismos.  

Es importante destacar que, los resultados obtenidos de la predicción de modelos 

génicos en el transcriptoma tal vez  puedan ser un artefacto de los mismos y por 

tanto la existencia de estas isoformas no sea real.  El ensamblaje de los datos 
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transcriptómicos de M.corti se realizó con un único método, en el cual el programa 

utiliza un algoritmo que  mapea  los reads y de ese mapeo surgen los transcriptos 

ensamblados.  El programa genera predicciones que pueden contener errores. Una 

alternativa que puede plantearse, es probar con otro programa que permita el 

ensamblado de transcriptos y comprar los resultados obtenidos.   

Por este motivo es importante destacar que los resultados son preliminares,  y que 

la bioinformática  permite la generación de hipótesis que deben ser corroboradas y 

validadas con ensayos experimentales.  

 

 

4.3.
˚˚˚˚

 Análisis de la expresión de genes Marcadores de células 

proliferativas 

4.3.1. Análisis de la expresión espacial por hibridación in toto del 

gen pL10 de M. corti 

Para el análisis de la expresión espacial del ARNm se realizaron hibridaciones in 

situ en organismos enteros (in toto de 4 y 11 días de cultivo). Para ello se utilizó una 

sonda antisentido complementaria a la región codificante amplificada  para el gen 

pL10. En la Figura  43 se resumen los resultados obtenidos.  

Logros:  

1. Aislamiento de parte de secuencia codificante del gen pL10 de  M.corti 

2. Identificación in silico de pL10 de E.granulosus, E.multilocularis, T.solium y 

H.microstoma. Determinación de estructura génica de estos genes. 

3. Identificación de algunos miembros de la familia DEAD en genoma de M. 

corti 

4. Búsqueda in silico de genes pumilio en genoma de E.granulosus, 

E.multilocularis, M.corti, T.solium y H.microstoma. Determinación de la 

estructura génica de los mismos. 

5. Identificación de 2 posibles isoformas para gen pL10 de M.corti  y 3 posibles 

isoformas para el gen pum1 de M.corti 

6.  

.  
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Figura  43-Hibridación in toto sobre ejemplares  de M. corti. Incubación con 0.1ng/µl de sonda antisentido pL10 

marcada con Digoxigenina. Revelado con anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina y 

detección con NBT-BCIP.  A) Ejemplares con 4 días de cultivo; B) Ejemplares con 11 días de cultivo; C) 
Región ampliada de ejemplar mostrado en B. D) corte de segmento desarrollado tomado de [29]. En todos los 

casos los asteriscos señalan los primordios de los testes, la flecha continua el primordio genital y la discontinua 
la región subtegumentaria. Abreviaturas: pc, parénquima cortical; pm, parénquima medular; t, tegumento.  

Barra representa en A- B 200 m, en C-D 100 m. 

 

 

Los resultados muestran que la expresión del gen parece dispararse tempranamente 

(4 días de cultivo, Figura  43A), no presentando diferencias significativas de 

expresión,  una vez que es iniciado el cultivo de los organismos. En organismos 

poco desarrollados parece existir una expresión baja distribuida a lo largo de todo el 

organismo, mostrándose una expresión más intensa a nivel de la región 

subtegumentaria (Figura  43 A flecha discontinua).  

En organismos más desarrollados (11 días de cultivo) se observa expresión discreta 

a nivel de los proglótides, en la región del parénquima cortical (Figura  43 B-C).   

En estos parece existir una expresión diferencial o mayor en los primordios de los 
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testes, compatible con una posible expresión del gen en células germinales (Figura  

43 B-C asteriscos). Estos resultados son similares a los resultados descriptos 

previamente en la bibliografía de otros platelmintos [142,143]. Para ejemplificar el 

desarrollo del aparato reproductor de M. corti se  incluye una imagen (Figura  43D) 

donde es posible identificar los primordios de los testes (asteriscos) y el primordio 

genital. Si comparamos las imágenes obtenidas para el gen pL10 (B-C) y la imagen 

en D es que podemos inferir que parece existir una señal preferencial en los 

primordios de los testes. Es importante destacar que en controles negativos de 

rutina realizados durante la técnica, en los que se incuban los organismos sin sonda 

o sin anticuerpo, la reacción es negativa, como es de esperar (datos no mostrados). 

Finalmente, debemos confirmar estos resultados preliminares mediante co-

localización de marcadores específicos de cada tejido para asegurarnos en qué 

sistema del organismo se expresan estos genes. Tal vez, se podría realizar un 

experimento en donde los organismos sean incubados con EdU en cultivo, para 

luego intentar determinar si existe una co-localización de la expresión de este gen 

junto con las células positivas para EdU.  Además se podrían realizar ensayos de 

co-marcación con los marcadores de tejido nervioso y tejido muscular, disponibles 

en el laboratorio, de manera de recabar más información acerca de la localización 

celular de esta señal.  
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4.3.2. Análisis de la expresión espacial por hibridación in situ de los 

genes pL10 y pumilio de M. corti sobre suspensiones celulares.  

Para continuar con la caracterización del gen pL10 realizamos ensayos de 

hibridación in situ sobre suspensiones celulares de M.corti.  

 

Figura  44- Hibridación in situ del gen pL10 sobre suspensiones celulares de M. corti A-D – Suspensiones 

celulares de M.corti. La flecha blanca indica células con morfología de células germinativas. La barra en A 

representa 20m y B-D- representa 10m 

 

Los resultados presentados  en  Figura  44 muestran que es posible detectar 

expresión del mensajero del gen pL10. Estos  muestran que se observa expresión 

del gen  tanto en  células  de tipo germinativas (señalizadas con flechas blancas), 

como también expresión en otros tipos celulares que no presentan las características 

morfológicas  de este tipo celular mencionado. Estos resultados estarían indicando 

que la expresión de este gen no es exclusiva de las células con capacidad 

proliferativa, sino que también estaría existiendo expresión a nivel de las células 

diferenciadas. Los controles negativos de rutina realizados durante la técnica, en los 

que se incuban los organismos sin sonda, la reacción es negativa (datos no 

mostrados). 

Si analizamos la región utilizada para el diseño de la sonda empleada en este 

ensayo, es posible ver que la misma contiene una parte del dominio conservado 

para esta familia multigénica. Tal vez la expresión generalizada a los distintos tipos 

celulares se deba a que la sonda utilizada esté reconociendo las 2 posibles isoformas 

identificadas por comparación con el transcriptoma (descripto anteriormente, 
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sección 4.2.4 de resultados)  o a más de un gen perteneciente a la familia y no 

exclusivamente al gen pL10 (Figura  45). 

 

Figura  45- Esquema representativo de los motivos pertenecientes a la familia de DEAD helicasas. En la región 
superior del esquema en verde se representa la sonda utilizada para la hibridación in situ de M.corti en 

suspensiones celulares. Esquema modificado de [143] 

 

Como se observa en el esquema, estas hipótesis podrían ser factibles ya que la 

región reconocida por la sonda contiene  a los motivos característicos que hace que 

sean clasificados como miembros de la familia de las helicasas. A su vez, las 

isoformas identificadas se encuentran contenidas en esta región. Esto hace que no 

sea posible determinar si la expresión detectada es únicamente del gen pL10 y sus 

isoformas, o de otros genes pertenecientes a la familia de las DEAD helicasas. Para 

resolver este inconveniente, sería importante identificar regiones que no se 

encuentren tan conservadas entre todos los miembros de forma de intentar estudiar 

únicamente la expresión  del gen pL10 y de sus isoformas.  

4.3.3. Determinación de la expresión de genes pumilio y pL10 

mediante PCR. 

Se realizaron ensayos para evaluar la expresión temporal a lo largo del desarrollo 

estrobilar de M. corti. 

Para ello, se diseñaron primers específicos para pL10 en base a la secuencia aislada 

previamente, mientras que para los genes pumilio se utilizaron primers disponibles 

en el laboratorio. Los ensayos de RT- PCR fueron realizados utilizando ADNc de 

organismos en distintos días de desarrollo. 
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Figura  46-Expresión de los genes pL10 y pumilio 1 y 2. Productos de PCR con primers específicos para cada 

gen, tras 35 ciclos de amplificación utilizando como molde ADNc de diferentes días de desarrollo de M. corti. 

A) RT-PCR  del  gen pL10. B) RT-PCR del  gen pum 1. C) RT-PCR semicuantitativa del  gen pum 2. Las 
flechas indican la banda amplificada al correspondiente al gen de interés.  Azul, amplificación gen pL10; Verde, 

amplificación gen pum1; Rojo, amplificación gen pum2. En la parte superior de los geles se indica que está 
sembrado en cada carril. 

 

Los resultados ejemplificados en la Figura  46 muestran que existe expresión de los 

genes evaluados en  los distintos estadios del desarrollo estrobilar testados. 

Como existe expresión en todas las condiciones analizadas, se decidió evaluar por 

PCR en tiempo real si existen variaciones en los niveles de expresión.  Para esto, se 

extrajo ARN de organismos que presentaban distintos niveles de desarrollo, entre 

tetratiridio (0 y 2 días de cultivo) y gusano adulto segmentado (10 días de cultivo), 

incluyendo gusanos alargados (4 días de cultivo), gusanos con principio de 

segmentación (6 días de cultivo) y gusanos segmentados no adultos (8 días de 

cultivo).  

Finalmente, una vez obtenidas las curvas de amplificación (para cada gen), se 

corrigieron por el ruido de fondo y se determinó un valor de fluorescencia arbitrario 

en la región exponencial de la curva para determinar el valor de ciclo umbral (Ct: 

ciclo fraccional donde se alcanza un cierto valor arbitrario de fluorescencia). 

Para analizar si estos genes presentaban variación en su nivel de expresión en las 

condiciones ensayadas se utilizó el método 2-∆Ct’ [201], siendo ∆Ct’ = Ct gen A, tiempo x –    

Ct gen A, tiempo 0. 

Una vez verificadas  las condiciones de reacción y que los controles funcionaron 

como era esperado, se procedió a realizar el cálculo de la razón de cambio en la 
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expresión de los genes de interés a lo largo del desarrollo estrobilar. Para ello se 

calculó la razón de cambio de la cantidad de pL10 y de los genes pumilio 

normalizada a dos genes de referencia (GAPDH y TPM) en relación a  tetratiridios 

(2d de cultivo). En la Figura  47  se muestran gráficamente los resultados obtenidos 

para los genes de interés respecto a los genes de referencia (GAPDH y TPM).  

 

 

Figura  47- Razón de cambio de los genes de interés respecto a los distintos genes de referencia. Se muestran los  

valores promedios de la variación para cada estadio de desarrollo. A) Ensayo realizado para los genes pumilio 
respecto al  gen referencia GAPDH; B) Ensayo realizado para el gen pL10 y los genes pumilio, respecto al  gen 

referencia TPM.  Las barras de error representan la desviación estándar.  
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Para determinar si existe una diferencia de expresión significativa a lo largo del 

desarrollo de M. corti para los genes estudiados, se realizó el test no paramétrico de 

Kruskal-Wallis, para cada set de los datos. Los resultados de este test muestran que 

no existen diferencias significativas de expresión para ningunos de los genes 

estudiados.  

Si bien las diferencias no son significativas, se puede visualizar cierta tendencia que 

apunta a pensar en una diferencia en los niveles de expresión de los genes 

estudiados. Sin embargo, las desviaciones estandar observadas son grandes, por lo 

que se deberían realizar los ensayos nuevamente, con un mayor número de réplicas 

tanto técnicas como biológicas,  para  disminuir esta desviación y poder determinar 

si esa tendencia es efecto de los datos o consecuencia de una diferencia en los 

niveles de expresión durante el  desarrollo estrobilar.  

Es importante destacar que para confirmar estos ensayos de RT-qPCR se deben 

realizar ensayos de curvas de melting, control sin RT, corrida en electroforesis  de 

los productos obtenidos para determinar los tamaños amplificados y determinar la 

eficiencia de los primers  utilizados.   

 

 

5. ARN interferencia  

La disponibilidad de herramientas genéticas es muy limitada en helmintos en 

general. La interferencia de ARN (ARNi) es una técnica en la que se suprime a 

nivel postranscripcional la expresión de un gen blanco mediante el uso de 

moléculas de ARN doble cadena. Esta es prácticamente la única herramienta de 

Logros: 

1. Determinación de patrón de expresión espacial, del gen pL10 de M.corti. Los 

resultados en su conjunto parecen indicar que no existe una expresión 

exclusiva del gen pL10 en las células germinativas de M.corti.  

2. Determinación de expresión temporal de genes marcadores, pL10 y pumilio. 

No parece existir diferencia de expresión  a lo largo del desarrollo estrobilar 

de M.corti para ninguno de los genes estudiados.  
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genética reversa disponible para el análisis de la función génica en helmintos. La 

heterogeneidad de estos parásitos no hace sencilla la transferencia de esta 

tecnología y se requiere la estandarización de cada modelo parasitario. Otras 

herramientas como mutagénesis dirigida, transgénesis, inactivación génica knock 

out han sido difíciles de instrumentar en parásitos. 

Son varias las características de estos organismos que hacen que se presenten 

dificultades para aplicar esta herramienta: ciclos de vida complejos, tegumentos 

robustos, incapacidad de permanecer (para algunos estadios del ciclo) por  tiempos 

prolongados en cultivo, ausencia de líneas celulares estables. 

Solamente en trematodos y particularmente en S.mansoni se han logrado avances  

en la transgénesis[219]. 

Con la intención de generar una herramienta de genética reversa que nos permita 

identificar y confirmar funciones de los genes presuntos marcadores moleculares de 

células proliferativas y de otros genes de interés, trabajamos  en la puesta a punto de 

la técnica de interferencia de ARN en M. corti. Este trabajo comenzó en el marco de 

un proyecto de beca de iniciación  ANII al iniciar mi posgrado. En este proyecto se 

trabajó en la optimización de un protocolo que permita la incorporación de 

moléculas exógenas dentro del organismo.  En los párrafos siguientes se evaluarán 

los puntos focalizados durante esta optimización. 

 

5.1.
˚˚˚˚

 Tratamiento de tegumento 

El problema principal que se debe sortear con este organismo es intentar penetrar la 

barrera que supone el grueso y complejo tegumento de Cestodos (Figura  48A). 

Además se suma la complejidad de que  el tegumento cambia en los diferentes 

estadios y en los distintos momento de un mismo estadio (Figura  48B) [220,221]. 
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Figura  48- Tegumento A) Representación esquemática de la pared corporal de neodermata, donde es posible 

observar la composición y grosor del Tegumento de Cestodos. B) Transformación del tegumento de los 
protoescolex durante su diferenciación.  A) Tomado y modificado de  [220]; B ) Tomado y modificado de  

[221]. La flecha de color indica el tegumento de cestodos. 

 

Para esto se ensayaron diferentes tratamientos para poder penetrar la barrera que  

presenta el grueso tegumento:  

 Tripsina. La tripsina en determinadas condiciones  tiene la capacidad de 

generar aberturas u agujeros sobre el tegumento [67]. Para ello, se probaron 

diferentes concentraciones de tripsina, intentando lograr un equilibrio entre 

la concentración de tripsina utilizada y la viabilidad de los parásitos en el 

ensayo. Para medir la viabilidad de los organismos, se analizó la movilidad 

y el estado general de los parásitos luego del tratamiento de 24 horas.  

 Albendazole. El albendazol es un carbamato benzoimidazólico con efectos 

antihelmínticos y antiprotozoarios frente a los parásitos tisulares e 

intestinales. Se testó el albendazole durante una pasantía realizada en 

Laboratorio de Genômica Estrutural e Funcional  de Cestoideos en el  



Resultados y Discusión Aislamiento, cultivo y caracterización de células proliferativas 
de M.corti  

 

 
136 

 

Centro de Biotecnologia de UFRGS junto al Dr. Martin Cancela. Este 

grupo había comprobado la presencia de agujeros en el tegumento a 

concentraciones bajas que mantuvieran los organismos vivos  [222]. 

En la Tabla 13 se resumen las condiciones ensayadas para ambos casos.  

Tabla 13-Condiciones de tratamiento testadas para albendazol  y Tripsina 

Tratamiento  Días en  

tratamiento  

Albendazol 

(50ng/ml) 

1 

2 

Tripsina 

(335g/ml) 

1 

2 

Tripsina(670 

g/ml) 

1 

2 

 

Los resultados de estos ensayos mostraron que el uso de tripsina es más adecuado 

para intentar traspasar la barrera del tegumento del organismo comparado con el 

albendazole.   

 

5.2.
˚˚˚̊

 Introducción de moléculas “delivery” 

El suministro de moléculas interferentes puede ser por distintas formas y el 

silenciamiento es diferente según el método de delivery utilizado.  El uso de 

diferentes métodos de delivery  permite testar cual método es el más adecuado como 

método de incorporación de las moléculas.  

Los métodos más usados son (Figura  49): 

 Biolística: bombardeo de partículas recubiertas de ADN. 

 Electroporación: Someter al parásito a un pulso eléctrico que genera poros 

transitorios en las membranas celulares permitiendo la entrada de partículas. 

 Microinyección: Introducción de moléculas dentro de una población 

determinada de células del organismo 

 Soaking: Sumergir los parásitos en un solución de moléculas interferentes 
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 Feeding: Alimentar los ejemplares con bacterias que expresan moléculas 

interferentes 

 Transgénesis: utilización de  vectores virales 

 

Figura  49 - Métodos de incorporación de moléculas. A ) Biobalistica. B) Electroporación. C) Microinyección. 

D) Soaking. E) Feeding. F) Transgénesis. Imagen modificada de [223].  

 

En este trabajo, se testaron como métodos de entrada de las moléculas al interior 

del organismo, la microinyección, la utilización de moléculas liposolubles como la 

lipofectamina y la electroporación.  

Con el fin de  evitar el uso de tratamientos enzimáticos o químicos que  puedan 

comprometer la viabilidad de los organismos, se decidió probar la microinyección 

como  método de incorporación de moléculas. Este método presenta la ventaja 

adicional de poder  dirigir la introducción de la molécula específicamente a una  

zona particular. El ensayo fue realizado en el laboratorio de Biología Celular de la 

Facultad de Ciencias, utilizando Rojo fenol como molécula a microinyectar, ya que  

la coloración de la molécula permitía la evaluación visual del resultado de la  
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microinyección. Afortunadamente, se logró la inyección de este colorante, pero se  

presentaron varios inconvenientes experimentales que llevaron a descartar esta 

técnica como método de incorporación de moléculas.  El principal inconveniente  

es la movilidad que presentan  los parásitos dificultando introducir la punta de una 

fina pipeta dentro del organismo (sin atravesarlo completamente), lo que  requiere 

de un tiempo elevado, reduciendo el número de organismos a transfectar en un 

margen  finito de tiempo.  

El otro método probado fue la transfección usando lipofectamina, molécula 

liposoluble, empleada para la introducción de ácidos nucleicos en cultivos celulares 

a través de la formación de un complejo con el acido nucleico a transfectar. Luego 

de múltiples ensayos, los resultados obtenidos no eran concluyentes ya que existían 

problemas de contaminación entre las muestras. En estos ensayos se utilizó como 

molécula transfectante ARNmLUC, que normalmente no se expresa en cestodos. 

Los resultados obtenidos con estos ensayos  quedaban invalidados debido a la 

presencia de luciferasa tanto en los controles como en las muestras tratadas.  

Finalmente, se probaron diferentes condiciones de electroporación: variación de 

voltaje, cantidad de pulsos y tiempo de duración del mismo,  intentando determinar 

cuál era la más adecuada para estos organismos. En estos experimentos se trató de  

buscar un equilibrio entre el tratamiento realizado y la viabilidad de los organismos. 

Los resultados se evaluaron en relación a la viabilidad obtenida 24 horas post 

electroporación y la misma fue medida utilizando la tinción con eosina, en donde el 

colorante ingresa al interior de organismos muertos. Los resultados obtenidos  de 

estos experimentos se  resumen en la Tabla 14. 
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Tabla 14- Condiciones de electroporación testada para M. corti y evaluación de la vitalidad 

Voltaje Nº de pulsos Duración pulso (mS) Vitalidad 

200 1 20 100% 

200 1 30 61% 

300 1 20 92% 

125 2 20 100% 

200 2 20 100% 

200 2 30 7% 

300 2 20 0% 

 

Estos ensayos permitieron la selección de la condición de electroporación más 

adecuada para M. corti que sería utilizarla posteriormente en los ensayos de 

incorporación de moléculas. Observando los resultados mostrados en la  ¡Error! No 

se encuentra el origen de la referencia.,  más de una condición  podría ser 

seleccionada, ya que hay varias que presentan una buena evaluación de la 

viabilidad. Sin embargo, se seleccionó  la condición en la que se utiliza un voltaje 

de 100V, un único pulso y un tiempo de duración de 20mS. La realidad es que 

cualquiera de las condiciones puede ser utilizada, pero dado que esta presenta un 

único pulso, esta  pareció ser la mejor para no someter a los organismos a un estrés 

extra generado por la emisión de un doble pulso.  

Realizarondo una evaluación general de  todos los resultados obtenidos entre los 

ensayos,  la electroporación resultó ser  el método más factible para introducir 

moléculas exógenas.  

5.3.
˚˚˚˚

 Moléculas incorporadas 

En relación al uso de moléculas exógenas a incorporar en el interior de los 

organismos, inicialmente se trabajó con la incorporación de  moléculas de ARN 

(mensajero de Luciferasa) y luego con moléculas de ADN (incorporación de 

plásmidos con genes reporteros).   

El laboratorio en el que se desarrollo la tesis, en colaboración con los  laboratorios 

del Dr. José Tort y el del Dr. Paul Bridney, participó en la generación de un test 

sencillo para detectar la presencia de una vía de interferencia funcional en 
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helmintos. El mismo consiste en la electroporación del ARN mensajero de 

luciferasa como gen reportero, y el posterior silenciamiento del mismo, 

electroporando un ARN doble cadena contra la luciferasa.  El sistema fue puesto a 

punto en S. mansoni y luego testado en F.  hepatica. Aquí se reportó por  primera vez 

la transfección y expresión de un reportero (mensajero de luciferasa) en F. hepatica 

[224]. Por lo cual, inicialmente se decidió ARNmLUC como molécula exógena, 

intentando generar un control con un gen reportero que permita testear la 

introducción de la molécula en el interior del organismo y a su vez, a posteriori 

poder utilizarlo como control en ensayos de  interferencia.  

Los ensayos fueron realizados utilizando una combinación de las condiciones 

descriptas anteriormente. Se utilizó una incubación de los ejemplares con tripsina, 

durante 24 hs, electroporación de los mismos utilizando un único pulso de 20 mS 

con un voltaje de 200V y luego colocados en cultivo durante 3 horas previo a su 

procesamiento, para permitir la expresión de la enzima. Los ensayos realizados con 

mensajero de luciferasa se testaron a nivel de mensajero mediante RT-PCR y se 

realizó la  medida de actividad de la enzima utilizando el kit Luciferase Assay System.  

 

A su vez, también se testó como molécula reportera un plásmido que contiene el 

gen de la luciferasa bajo el control  del promotor de actina de S. mansoni cedido por 

el Dr. Gabriel Rinaldi. En este caso, la transcripción  del mensajero debe darse una 

vez que el plásmido es incorporado dentro de la célula, por lo que en estos 

experimentos  los ejemplares son colocados en cultivo durante 24 hs post 

electroporación para permitir que el proceso pueda darse.  Estas electroporaciones 

también fueron realizadas como se mencionó anteriormente y el proceso se evaluó 

únicamente por RT-PCR por no disponer del material suficiente  para medir 

actividad. En la Figura  50 se muestran los resultados obtenidos para estos 

experimentos. 
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Figura  50- RT- PCR de los ejemplares de M. corti electroporados. A) Muestras electroporadas con mensajero de 

Luciferasa. Carril 1- 3  - RT-PCR de muestras control sin electroporar utilizando primers de LUC, Crisp y 

tropomiosina respectivamente. Carril 4-6, RT-PCR de muestras electroporadas con mensajero de Luciferasa 

utilizando primers de LUC, Crisp y tropomiosina respectivamente. Carril 7- MPM de 1Kb Fermentas. B) 
Muestras electroporadas con plásmido conteniendo gen de Luciferasa bajo control del promotor de actina de S. 

mansoni. Carril1-2- RT-PCR de muestras control sin electroporar utilizando primers de LUC y tropomiosina 

respectivamente. Carril 3-4- - RT-PCR de muestras electroporadas con plásmido utilizando primers de LUC y  

tropomiosina respectivamente. Carril 5- MPM.  En la parte superior de la figura  se indica a que corresponde 
cada muestra  y que primers fueron utilizados, además se indica con  un círculo de color verde el fragmento 

correspondiente a la amplificación del mensajero de la Luciferasa. Abreviaciones: LUC, luciferasa; TPM, 

tropomiosina; mLUC, mensajero de Luciferasa.  

 

Los resultados obtenidos son muy alentadores ya que se logró la transfección del 

mensajero de la luciferasa,  sin importar si la molécula electroporada es  mensajero 

sintetizado o el  plásmido conteniendo el gen de la luciferasa. Esto es evidenciado 

claramente por  la  presencia  de fragmento correspondiente al  producto generado 

por RT-PCR utilizando primers específicos que amplifican el mensajero (Figura  50, 

círculos de color verde).  Por si el experimento arrojaba resultados negativos,  se 

incluyeron como controles los genes tropomiosina y Crisp, para verificar que los 

ARN purificados y los ADNc generados a partir de los experimentos  funcionaran 

correctamente. En el  caso del ensayo realizado con el mensajero de la luciferasa, se 

realizó la medida de actividad de la enzima utilizando la luciferina como sustrato 

del ensayo. Para la muestra control no se detectó actividad, mientras que para la 



Resultados y Discusión Aislamiento, cultivo y caracterización de células proliferativas 
de M.corti  

 

 
142 

 

muestra tratada con el mensajero fue posible la detección de 100 URL/seg/mg 

proteína total. Estos resultados refuerzan los obtenidos en el RT-PCR ya que 

únicamente en la muestra que se obtuvo amplificación del mensajero es en  aquella 

que se logró detectar actividad.  

Con estos resultados, se decidió intentar realizar un ensayo de interferencia. En este 

ensayo se utilizó  tanto doble cadena de LUC, como doble cadena de los  genes 

endógenos Tropomiosina y de Crisp. En este ensayo, se realiza una doble 

electroporación para el caso del  mensajero de LUC y de la molécula de  doble 

cadena. Posteriormente, se deja en cultivo durante 3 horas. Para el caso de los 

genes endógenos  se hace una única electroporación con el doble cadena 

correspondiente.  

Estos experimentos no mostraron resultados exitosos, dado que no fue posible la 

detección de un efecto de interferencia del mensajero introducido, ni tampoco una 

disminución de los niveles de mensajeros endógenos testeados (datos no 

mostrados).  Tal vez, en los ensayos de interferencia, donde se introducen las 

moléculas de doble cadena, no fue posible el delivery de las mismas al interior 

celular.  Es importante tener presente, que las moléculas a transfectar deben 

traspasar el grueso tegumento de Mesocestoides. Otra posible explicación es que  

simplemente no funcionó el proceso de electroporación.  Tal vez sería importante 

testear otras formas  de generar rupturas en el tegumento, utilizando degradación 

enzimática por lipasa C por ejemplo, para probar si de esta forma se mejora la 

penetración del tegumento. O más aún, conjugar las moléculas que se quieren 

transfectar a compuestos como el colesterol, que son captados por el organismo  de 

manera de disminuir los problemas de penetración de las moléculas.  

 

En resumen, se  logró optimizar las condiciones de entrada de moléculas exógenas 

capaces de atravesar el tegumento de estos organismos. A su vez,  ha sido posible 

detectar moléculas exógenas dentro del parásito llevando a realizar ensayos de 

interferencia con moléculas de ARN doble cadena largas, tanto con moléculas 

exógenas como endógenas del parásito.  

 

Hace algunos años el rápido avance del uso de la interferencia en C. elegans 

entusiasmó los científicos que estudian parásitos, a pensar en esta técnica como una 
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buena alternativa para estudiar la función génica en platelmintos. Si bien en estos 

últimos años se han logrado progresos importantes en platelmintos, solo fue posible 

estandarizarla como técnica de rutina en planarias.  

En Platelmintos si bien han habido progresos con el uso de esta tecnología solo se 

ha establecido como técnica de rutina para la elucidación de la función génica en 

planarias, avanzándose en la caracterización de genes involucrados con la 

regeneración y el desarrollo [45]. En trematodos la ARNi ha sido probada y 

optimizada en varios organismos [223]. 

De cualquier manera, faltan conocimientos sobre su mecanismo de acción y 

presenta varios problemas que deben ser resueltos. Problemas que abarcan no solo a 

los organismos en sí, sino también al propio diseño experimental de la técnica.  

Entre ellos:  

Los parásitos presentan varios estadios durante su ciclo de vida. Se ha observado 

que hay estadios más susceptibles que otros al silenciamiento. No solo en el 

estadio en si sino también en el momento dentro del mismo estadio. 

- La efectividad del silenciamiento depende de los genes blancos. No todos los 

genes se afectan de igual manera. La eficiencia depende del gen seleccionado y de 

su expresión en el parásito. Genes que se expresan en intestino o tegumento tienen 

niveles de silenciamiento mayor. También son importantes la estructura del gen, 

vida media del ARNm y/o proteína. 

 

Son muchos los pasos y las variantes a tener en cuenta en el uso de la técnica de 

ARN interferencia que se recomiendan al día de hoy: 

1. Moléculas usadas y concentraciones 

Hay una relación directa entre concentración y supresión alcanzada. Aunque 

concentraciones muy altas pueden resultar toxicas o hacer que ocurran efectos 

inespecíficos. 

2. Controles  

 Mock: control de método de entrada. 
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 Irrelevante: gen que no cause efecto. 

 Positivo: gen expresado en el mismo tejido que el gen blanco y capaz 

de afectar la expresión. 

3. Análisis del silenciamiento  

En este punto son varios los  controles  que se deben realizar:  

 Calcular la eficiencia de la transfección. Es necesario saber qué 

proporción de organismos incorporan la molécula y si la 

incorporación es homogénea 

 Cuantificar la sobrevida luego de la transfección. Se pueden utilizar 

fluorocromos, moléculas que se incorporan de forma diferente a 

organismos vivos o muertos 

 Cuantificación de la incorporación 

 Determinar los efectos del silenciamiento. 

 Detección del fenotipo- analizar morfológica y funcionalmente el 

organismo entero. Tamaño, movilidad, estructura, mortalidad 

 Reducción del gen blanco y de su proteína 

 Detección de efectos inespecíficos 

 Realizar ensayos biológicos y funcionales 

 

En definitiva es necesario ajustar para cada parásito métodos de delivery, 

concentraciones de moléculas utilizadas, persistencia del silenciamiento a lo largo 

del tiempo, evaluar la eficiencia del silenciamiento y estadios dentro del ciclo de 

vida a utilizar. 

El grupo del co-tutor de esta tesis,  ha trabajado en la estandarización de esta 

técnica en F. hepatica [223] llegando a algunas conclusiones importantes que pueden 

ser tenidas en cuenta para cestodos. 
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 Electroporación y soaking usados conjuntamente es un bueno método de 

delivery  (Electro-soaking) 

 Se  puede partir de una concentración de 50ng/ul,  durante 4 horas y luego 

bajar a 2,5 ng para una incubación más larga. 

 Las exposiciones largas favorecen una incorporación estable. 

 La tinción con DAPI y FDA es un buen método para medir viabilidad y 

monitorear sobrevida. 

 Los siRNA de menor tamaño son buenos para lograr una interferencia 

inmediata pero en el caso de querer que el efecto persista en el tiempo son 

los ARNs largos la mejor opción. 

 

Si bien los resultados en Mesocestoides no han sido concluyentes,  auguran buenas 

posibilidades para seguir trabajando e intentando la interferencia en este organismo. 

El  uso de ARNs pequeños generados a partir de ARN doble cadena largos,  puede 

ser una estrategia factible y exitosa y sin duda la aplicación de la técnica en células 

puede ser una alternativa válida. 

Por otra parte, la disponibilidad de los genomas ha permito analizar previamente la 

presencia de la vía de interferencia para ARN exógenos (Figura  51) lo que nos 

asegura que las moléculas existen por lo que el futuro trabajo aunque complejo  es 

más promisorio. 
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Figura  51- Esquema de componentes de vía de Interferencia Exógena. En la figura se identifican los miembros 
de la vía presentes en los platelmintos. Figura modificada a partir de la imagen original cedida por el Mag. 

Santiago Fontenla. 

Logros: 

1. Optimización de condiciones de entrada de moléculas exógenas. 

2. Detección de moléculas incorporadas en el interior del parásito. 
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Con el fin de  describir y caracterizar los diferentes tipos celulares presentes en M. 

corti se utilizaron diferentes estrategias: tinción con colorantes, 

inmunohistoquímicas y microscopía electrónica de transmisión. Los resultados 

obtenidos en esta etapa permitieron  la identificación de las células proliferativas 

presentes en  M. corti, además de la identificación de otros tipos celulares presentes 

en este organismo, entre ellas células musculares, tegumentarias, nerviosas, células 

formadoras de corpúsculos calcáreos y células flamígeras.  

Las células proliferativas de M. corti presentan una morfología conservada similar a 

las descriptas tanto por nuestro grupo de trabajo como también las de otros 

cestodos. 

Fue posible  el desarrollo de un método  que permite el aislamiento de las células 

proliferativas  de M.corti por citometría de flujo utilizando sorting celular.  Este 

desarrollo  fue posible gracias a la obtención y puesta a punto de un método de 

disgregación efectivo para la generación de  suspensiones celulares,  evaluación de 

la cantidad de días de cultivo necesarios y optimización de las tinciones empleadas 

en el sorting celular. 

Uno de los puntos más  importante a remarcar es que se desarrolló un método que 

permite analizar cambios en el número de células en cada etapa del ciclo celular, 

esto brinda la posibilidad de evaluar tratamientos experimentales que puedan 

afectar la capacidad proliferativas de estas células.   

En este trabajo se reporta por primera vez  el cultivo in vitro de células de M. corti  a 

partir de suspensiones celulares totales. Los resultados obtenidos muestran que 

existen en cultivo células con la capacidad de proliferar in vitro durante periodos 

breves de tiempo. Los cultivos fueron testeados en diferentes medios y condiciones, 

en donde no se hallaron diferencias significativas.  

En relación al estudio de marcadores moleculares de células germinativas, fue 

posible el aislamiento  y caracterización del gen pL10 de M. corti. 

La determinación de los patrones de expresión espacial de este gen, en cortes y en 

suspensiones celulares, indican que este gen puede estar siendo expresado 

preferencialmente en células de la línea germinal, pero su  expresión no sería 

exclusiva de este tipo celular.  
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El estudio de la expresión temporal  de este gen pL10 y de los genes pumilio 

(también considerados marcadores moleculares), muestra que no existirían cambios 

significativos en la expresión de ninguno de estos genes a  lo largo del desarrollo 

estrobilar de M. corti 

Utilizando herramientas informáticas in silico, fue posible la identificación de los 

genes pL10 y pumilio de los cestodos: E. granulosus, E. multilocularis, T. solium y 

H.microstoma, y la determinación de estructura génica de los mismos. A su vez, se 

realizó la búsqueda de posibles isoformas en datos transcriptómicos de M. corti para 

estos genes. Esta búsqueda reveló la presencia de  2 posibles isoformas para gen 

pL10 de M.corti, 3 posibles isoformas para el gen pum1 de M.corti y ninguna para el 

gen pum2.  

Analizando los genes predichos en el  genoma de M. corti  se logó identificar varios 

de los miembros de la familia de helicasas con motivo  DEAD en genoma de M. 

corti. Un análisis preliminar, indica que los genes faltantes estarían presentes pero 

no contemplados en la anotación automática del genoma. 

En relación a ARN interferencia, se  logró optimizar las condiciones de entrada de 

moléculas exógenas capaces de atravesar el tegumento de estos organismos. A su 

vez,  ha sido posible detectar moléculas exógenas dentro del parásito llevando a 

realizar ensayos de interferencia con moléculas de ARN doble cadena largas. 

Los resultados de esta tesis son un aporte al conocimiento de la biología de los 

Cestodos. Estos permitirán el desarrollo de  herramientas que contribuyan a 

avanzar tanto en el estudio de células proliferativas en particular, así como también 

en el desarrollo de herramientas de genómica funcional en cestodos.  

Claramente la finalización de este trabajo propone la generación de varias 

perspectivas que permitan mejorar y avanzar en el estudio de los puntos estudiados 

en el transcurso de esta tesis.   

El uso de la MET para el estudio de los distintos tipos celulares presentes en M. 

corti, es una herramienta muy valiosa y compleja, por lo que se podría trabajar para 

mejorar los tratamientos de fijación e inclusión de las muestras, sobre todo para 

suspensiones celulares, para poder  continuar con la caracterización ultraestructural 
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no solo de las células proliferativas sino que también en los distintos tipos celulares 

presentes en este organismo. 

 

En cuanto al sorting de células, se debería ahondar en el estudio de tratamientos que 

puedan estimular efectivamente la cantidad de células proliferativas presente en este 

organismo, de manera de poder aumentar la cantidad de células que son expuestas 

para la separación celular. Esto permitiría elevar el resultado final de la cantidad de 

células separadas y de esta forma poder realizar ensayos  posteriores. Esto 

permitiría el  cultivo celular de células purificadas, ensayos de extracción de ARN 

para obtener datos transcriptómicos, caracterización morfológica de fracciones 

purificadas, etc.  

 

En relación al cultivo de células, sería muy interesante realizar ensayos de co- 

cultivo con células de E. multilocularis con el fin de determinar si bajo esta condición 

las células de M. corti son capaces de mejorar las condiciones  de proliferación. Tal 

vez, aumentando el número de células que sean capaces de permanecer viables y 

además de proliferar en cultivo durante  periodos más largos de tiempo.  

 

Para profundizar en el estudio de los datos que se encuentran disponibles debido a 

la secuenciación de varios  genomas de helmintos y ahondar en el estudio de la 

familia de las helicasas DEAD, sería bueno realizar el anotado manual de los genes 

faltantes pertenecientes a la familia de las DEAD helicasas y verificar las relaciones 

de  ortología mediante estudios de filogenia de manera de poder afirmar cual y 

cuántos de los miembros de esta familia se encuentran presentes en el genoma de 

este organismo.  

 

Para continuar con el estudio de marcadores moleculares es importante analizar 

más finamente otros posibles candidatos como marcadores moleculares que 

permitan caracterizar de forma molecular estas células. La generación de datos 

transcriptómicos de estas células germinativas (proyecto actualmente llevado a cabo 

en nuestro laboratorio)  puede brindar candidatos más certeros para esta selección, 

que posteriormente también deberán ser confirmados experimentalmente. 
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En relación a los resultados obtenidos para pL10 en esta tesis, éste no parece ser un 

marcador exclusivo de células germinativas. Pero es importante destacar que se 

deberá profundizar en el estudio la determinación del patrón de expresión de este 

gen. Esto se debe a que es posible que con la sonda utilizada, se esté detectando 

otros miembros de la familia o bien, si la existencia de las isoformas es real, se 

pueda estar detectando algunas de las dos isoformas. Estas isoformas, tal vez no 

cumplan la misma función y es posible que una de ellas sea la que se encuentra 

expresada exclusivamente en las células germinativas, y de esta manera es 

imposible detectar si esto es así o no. Deberíamos buscar la manera de sintetizar 

una sonda que permita diferenciar a los diferentes miembros de la familia y a su vez 

entre  las dos isoformas putativas.   

Para poder comprobar que efectivamente se encuentran presentes estas isoformas y 

que las mismas son expresadas en los distintos estadios de M. corti, se deberían 

repetir los  ensayos experimentales relacionados a las identificaciones de las 

isoformas de los genes marcadores.  

En cuanto a la determinación del patrón de expresión temporal de los genes pL10 y 

pumilio a lo largo del desarrollo estrobilar de M. corti,  es importante repetir los 

ensayos de qPCR  introduciendo un mayor número de replicas técnicas y 

biológicas, para poder disminuir el error asociado a los datos y de esta forma poder 

confirmar las tendencias mostradas por los resultados presentados en esta tesis.  

 

Los avances obtenidos para el desarrollo de ARN interferencia son el puntapié 

inicial para continuar avanzando en la implementación de esta técnica en M. corti. 

Una buena estrategia para continuar puede ser implementar el  uso de ARNs 

pequeños generados a partir de ARN doble cadena largos sobre cultivos celulares 

de corta duración. Claramente que la utilización de la técnica de este modo 

conlleva a que es necesario ajustar nuevamente el  método de delivery, determinar la 

concentración de las moléculas a  utilizar, evaluar como es la persistencia del 

silenciamiento a lo largo del tiempo, y a su vez determinar cuál es  la eficiencia del 

silenciamiento. 
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1. Obtención del Material parasitario 

1.1 Cultivo de M. corti 

Hanks: 9.8g/l sales de Hanks (Sigma - Aldrich, catálogo número H6136, Lote 

087K83012), 350mg/l NaHCO3 (Fluka). Se ajustó el pH a 7.5 y se esterilizó por 

filtración. 

Medio RPMI 1640 modificado: 10.4g/l RPMI (Sigma - Aldrich, catálogo número 

R4130, Lote 049K8307), 4.2g/l NaHCO3 (Fluka), 4.3g/l Glucosa (Sigma - Aldrich), 

4.8g/l extracto de levadura (Sigma - Aldrich). Se ajustó el pH a 7.5, se agregó 

gentamicina 50µg/ml concentración final y se esterilizó por filtración.  

1.2  Extracción de ARN y proteínas 

PBS (Buffer Fosfato salino): 137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1.8mM 

KH2PO4. Se ajustó el pH a 7.4 y se esterilizó por autoclavado. En el caso de 

utilizarlo para extracción de ARN se utilizó PBS en tabletas (Sigma – Aldrich, 

catálogo número P4417) disueltas en agua DEPC (Sigma – Aldrich). 

2. Preparación de material para estudios histológicos  

2.1 Hibridación in toto de ARN 

PBSTx: PBS – 0.5% Triton-X100 

Solución reductora: 50mM DTT, 1% NP-40, 0.5% SDS en PBS  

3. Electroforesis  

3.1 Ácidos nucleicos 

Buffer TAE 1X: 40mM Tris base, 20mM ácido acético, 1mM EDTA; pH 8.4. 

Buffer de carga 6X: 0.25% Azul de bromofenol, 0.25% Azul de xilencianol, 30% 

Glicerol 

4. Caracterización morfológica de células de M. corti 

4.1 Inmunohistoquímica sobre  cortes y suspensiones celulares 

Solución de bloqueo: 1% BSA, 5% suero de oveja (Sigma – Aldrich), 0.05% Tween-

20 en PBS 
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4.2 Microscopia Electrónica de Transmisión 

PHEM: EGTA 10mM, Pipes 60mM, Hepes 25mM, 2mM MgCl2. Esterilizado por 

filtración. 

5. Estudio de Marcadores moleculares de M. corti  

5.1. Análisis de expresión espacial del gen pL10 

5.1.1 Cuantificación de sondas marcadas con Digoxigenina 

Buffer 1: 100mM Tris – HCl pH 7.5, 150mM NaCl.  

Buffer 2: 0.5% w/v agente de bloqueo (Boehringer) en buffer 1 

Buffer 3: 100mM Tris – HCl pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCl2.  

Buffer de revelado: 330µg/ml NBT (Amresco), 167µg/ml BCIP (Amresco) en Buffer 3 

5.1.2 Hibridación in toto sobre organismos enteros   

Proteinasa K: 20µg/ml (New England Biolabs) en PBSTx con 0.1% SDS 

Solución de prehibridación 50%: Formamida, 5X SCC, 1mg/ml tRNA, 1% 

Tween-20 

Solución de hibridación: 0.1ng/µl de sonda desnaturaliza en buffer de 

prehibridación complementado con 5% de sulfato de dextrano. 

Solución de lavado 1: Una parte de Solución de prehibridación con una parte de 

2X SCC, 0.1% TritonX-100. 

Solución de lavado 2: 2X SCC, 0.1% TritonX-100 

Solución de lavado 3: 0.2X SCC, 0.1% TritonX-100 

MABT: 1X MAB, 0.1% Tween-20 

Solución de bloqueo: 5% Suero de caballo en MABT 

Buffer AP: 100mM Tris – HCl pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCl2. 

Reactivo NBT/BCIP: Ready to use tablets (Roche) disueltas en agua o 330µg/ml 

NBT (Amresco), 167µg/ml BCIP (Amresco) en Buffer AP 
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5.1.3 Hibridación in situ sobre suspensiones celulares 

Solución de prehibridación: 100 ng/ ml de heparina, 3X SSC, DTT 

Solución de hibridación: 2 ng/µl de sonda desnaturaliza en buffer de prehibridación  

Solución de lavado 1: Una parte de Solución de prehibridación con una parte de 

2X SCC, 0.1% TritonX-100. 

Solución de bloqueo: 2% reactivo de bloqueo, 5% Suero de caballo en MABT 
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1. Códigos de acceso de secuencias de referencia utilizadas para determinar las relaciones de ortología con los genes  aislados en este trabajo.  
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2. Códigos de acceso de secuencias de referencia  utilizadas para identificar genes pertenecientes  DEAD helicasas. 
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3. Códigos de ID de secuencias de E. multilocularis,  M. corti  y S. mansoni  utilizadas para identificar genes pertenecientes  DEAD 

helicasas. 

 


