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I. Resumen 

Los parásitos son organismos de gran interés científico, no sólo por su capacidad 

para infectar a los humanos, sino porque se trata del modo de vida más común en 

la naturaleza. Además, participan en numerosas interacciones ecológicas con otros 

organismos y presentan diversas estrategias que han desarrollado a lo largo de su 

historia evolutiva para su coexistencia con el hospedero. Una característica de los 

céstodos, todos ellos parásitos, los cuales son una clase importante de los 

platelmintos, es la aparición del tegumento que marca la frontera entre el gusano y 

el hospedero. Los céstodos, así como en el resto de los platelmintos, poseen una 

extraordinaria capacidad regenerativa relacionada con la existencia de células 

totipotenciales (neoblastos). En esta tesis de investigación, se definió como objetivo 

principal la identificación, el aislamiento, la caracterización y el cultivo de las células 

replicativas de Taenia crassiceps que pueden estar relacionadas con los 

neoblastos. La T. crassiceps es una especie que afecta a roedores y lagomorfos en 

su fase larvaria y cánidos en su fase adulta. Este ténido está cercanamente 

emparentado con Taenia solium, que en su fase larvaria puede afectar gravemente 

la salud humana causando la neurocisticercosis y afecta la porcicultura rústica 

causando la cisticercosis porcina. La cisticercosis por T. crassiceps ha sido 

ampliamente utilizada como modelo experimental para el estudio de la cisticercosis 

humana y porcina. Para la realización de esta tesis se emplearon metodologías 

adaptadas de estudios similares en otros platelmintos de vida libre, tales como la 

incorporación del análogo de timidina (EdU), el marcaje con un anticuerpo contra 

DDX4/VASA el cual ha sido identificado en células germinales de la planaria, la 

utilización de la citometría de flujo para la separación de las poblaciones celulares 

del tejido larvario, asimismo se probaron distintas condiciones de cultivo. También 

se determinó el número cromosómico de los citones replicativos. Nuestros 

resultados muestran que las células replicativas están presentes principalmente en 

regiones proliferativas de la pared vesicular y del escólex del cisticerco. Se observó 

que los anticuerpos contra DDX4/VASA reconocen a una proteína muscular del 

cisticerco y no a la helicasa que se ha utilizado para identificar las células de línea 

germinal. Se estudiaron las poblaciones de citones obtenidas por disgregación del 

tejido parasitario por medio de citometría de flujo y se logró caracterizar los estadios 

del ciclo celular de algunas poblaciones. Se establecieron las condiciones para el 

cultivo in vitro de los citones aislados durante al menos 14 días. Finalmente se 

obtuvieron los cariotipos de las cepas WFU y ORF de T. crassiceps, encontrándose 

que la ausencia de escólex en la cepa ORF no se debe a una aneuploidía (pérdida 

de un par cromosómico) como se ha propuesto anteriormente. Esta tesis contribuye 

información básica al respecto de características de las células proliferativas de T. 

crassiceps, que será complementada en estudios posteriores para el 

establecimiento de líneas celulares estables de este parásito.  
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I. Summary 

Parasites are organisms of great scientific interest, not only due to their capacity to 

infect humans, but also because parasitism is the most common lifestyle in nature. 

Also, the variety of ecological interactions with other organisms and their strategies 

acquired or developed during their evolution to coexist with their hosts. One 

characteristic of cestodes, which are an important class of Platyhelminthes, is the 

apparition of the tegument, which is a structure that establishes the frontier between 

the worm and the host. Cestodes, as in other flatworms, have a remarkable 

regenerative capacity related to the existence of totipotential cells (neoblasts). In this 

research thesis, the main objective was the identification, isolation, characterization, 

and cultivation of replicative cells of Taenia crassiceps that may be related to the 

regenerative capacity in these organisms. The Taenia crassiceps is a species which 

infects lagomorphs and rodents in its juvenile stage and canids in the adult stage. 

This taeniid is closely related to Taenia solium which in its larval stage can have a 

harmful impact on human health, causing neurocysticercosis and affecting rustic pig 

farming by causing porcine cysticercosis. Taenia crassiceps cysticercosis has been 

widely used as an experimental approach for the study of human and porcine 

cysticercosis. The methodologies used were adapted from similar studies in other 

free-living worms such as the incorporation of an analog of thymidine (EdU), the 

identification of the target of the antibody anti-DDX4/VASA which has been involved 

with germinative cells of planarians, the utilization of flow cytometry to separate cell 

populations of the tegument and the standardization of in vitro culture conditions. 

Finally, the chromosomic number of replicative cells in the larvae was determined. 

Our results show that replicative cells are mainly present in the proliferative regions 

of the vesicle and in the scolex of the cysticerci. It was observed that the antibodies 

directed against DDX4/VASA recognize a muscular protein of the cysticerci and not 

the helicase which has been used to identify germinal cells. The cyton populations 

obtained by tissue disaggregation were studied and the cell cycle of some 

populations could be observed. The in vitro culture conditions were determined and 

the isolated cytons could be maintained for at least 14 days. Finally, the karyotypes 

of the WFU and ORF strains were obtained, finding that the absence of scolex in the 

ORF strain is not due to an aneuploidy (loss of a chromosome pair), which has been 

proposed previously. This thesis contributes basic knowledge about the 

characteristics of proliferative cells of T. crassiceps, which may be complemented in 

future studies to obtain stable cell lines of this parasite. 
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II. Introducción 

II.1 Los organismos invertebrados 

En la naturaleza los organismos invertebrados son, con mucho, los más 

abundantes. Existe una gran variedad de especies que son el resultado de centenas 

de millones de años de evolución. La fecha de aparición de algunos grupos de 

invertebrados ha sido difícil de elucidar debido a que sus tejidos blandos han dejado 

muy pocos registros fósiles. Sin embargo, se dispone de una amplia variedad de 

fósiles de algunos grupos como los artrópodos, braquiópodos o moluscos. De los 

32 phyla de metazoarios actuales, 14 son exclusivamente marinos, lo que apoya la 

idea de que la invasión de los ambientes terrestres significaba un reto para muchos 

organismos y solamente algunos pudieron desarrollar sistemas de intercambio de 

gases o de regulación osmótica para poder sobrevivir en el ambiente terrestre [8, 

39].  

La vida en la Tierra indudablemente comenzó en el mar, la oportunidad que 

representa este nicho para albergar vida es única debido a las propiedades 

fisicoquímicas del agua. Existe evidencia de la presencia de invertebrados en 

estratos correspondientes al periodo Proterozoico (hace 2,500 Ma), se puede 

afirmar que durante el periodo Ediacarano (~635 Ma) aparecieron algunos 

organismos invertebrados marinos, ya que los fósiles de la fauna durante este 

periodo representan las primeras evidencias de phyla modernos [8, 13]. Un claro 

ejemplo es el hallazgo de animales con simetría bilateral en la formación geológica 

de Ediacara. Una especie (Ikaria wariootia) es consistente con las predicciones 

basadas en los estudios filogenéticos de invertebrados modernos, respaldando la 

idea de que ya existían algunos phyla que precedían a los que se han encontrado 

en los registros fósiles correspondientes al periodo Proterozoico (Fig. 1) [16]. Para 

el estudio de cualquier organismo, fósil o actual, ha sido necesario establecer 

diferentes criterios de clasificación que agrupen la gran cantidad de organismos 

descritos. Por ello se han tomado en consideración la simetría corporal y el patrón 

de desarrollo. 
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II.1.1 Simetría corporal 

La clasificación con base en la simetría corporal se divide en dos; aquellos que son 

bilateralmente simétricos (Fig. 2a), usualmente acompañado de cefalización, que 

consiste en la congregación de órganos y tejidos en uno de los extremos del 

organismo, lo que define un eje anteroposterior del animal. Los organismos 

bilaterales entonces pueden dividirse en dos secciones simétricas cuando se realiza 

un corte paralelo al eje anteroposterior, el cual resulta en una imagen en espejo del 

cuerpo. Sin embargo, un corte perpendicular con respecto a su eje crea dos 

imágenes disimilares incluso pasando por el centro. La segunda forma de simetría 

corporal que se observa en la naturaleza es la radial (Fig. 2b), la cual ocurre en 

organismos en los que es posible realizar un corte desde cualquier lado, siempre y 

cuando pase por su centro y se divide igualitariamente el cuerpo. Los cnidarios y los 

equinodermos en sus fases adultas, son ejemplos de esta clase de simetría [8, 23 

38, 39]. 

 

Figura 1. Reconstrucción de Ikaria wariootia según el fósil de rastro 

encontrado en el sur de Australia (tomada de Evans et. al., 2020). 
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II.1.2 Patrones de desarrollo 

Para la clasificación con base en los patrones de desarrollo de los metazoarios se 

utilizan los términos diploblásticos o triploblásticos, que están basados en el número 

de capas germinales durante su embriogénesis, las cuales dan lugar a distintos 

tejidos y sistemas. Los organismos diploblásticos muestran dos capas dentro del 

embrión; el ectodermo, que es la capa más superficial y el endodermo, la capa más 

interna. La mayoría de los metazoarios son triploblásticos, en los que ocurre una 

tercera capa además del endodermo y del ectodermo. Esta tercera capa se 

denomina mesodermo, la cual yace entre las otras dos. Dentro de la clasificación 

de los organismos triploblásticos existen tres tipos de bauplan (plan organizacional 

del cuerpo), basándose en la presencia de una cavidad interna llena de fluido 

independiente del tracto digestivo, que por su origen durante la embriogénesis 

permite clasificarlos como acelomados, pseudocelomados o celomados. Los 

acelomados carecen de esa cavidad; en los pseudocelomados la aparición del 

espacio interior se desarrolla del blastocelo, dando lugar a una cavidad que no está 

cubierta por tejido derivado del mesodermo. En el último grupo de animales 

triploblásticos se encuentran los celomados, la aparición de este tipo de 

arquitectura, denominada celoma, permitió el desarrollo de nuevas estructuras en 

el cuerpo, incluyendo una cavidad para el resguardo de distintos órganos 

Figura 2. Diferentes tipos de simetría corporal. a) Simetría bilateral y b) 

radial (tomada y traducida de Pechenik, 2014) 
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corporales, así como un medio de circulación de fluidos para el funcionamiento del 

esqueleto hidrostático. La formación del celoma puede ocurrir por dos procesos 

distintos, lo que permite distinguir los grupos de los protostomados, en los cuales 

se origina el celoma por la aparición y elongamiento de una hendidura en el 

mesodermo denominada esquizocelo y los deuterostomados, en los cuales el 

celoma se forma por la evaginación del arquenterón hacia el blastocelo embriónico. 

Debido al origen del celoma en estos organismos, a partir del arquenterón, el cual 

es una parte del tejido que también da origen al intestino, en ocasiones se le 

denomina también como enterocelo. Existen otras características que pueden 

ayudar a distinguir entre los protostomados y deuterostomados. Otro ejemplo es el 

origen embriónico de la boca, la cual surge en los protostomados a partir del 

blastoporo y además es la primera abertura que aparece durante su desarrollo 

embrionario; en cambio, en los deuterostomados la boca se desarrolla después de 

la aparición del ano a partir del blastoporo y se considera una segunda abertura en 

otra parte del embrión [8, 23, 38, 39].   

 II.1.3 Formas de locomoción y soporte del cuerpo 

Entre las notables adaptaciones evolutivas de los invertebrados también podemos 

destacar las diferentes formas de locomoción que han aparecido, que están 

relacionadas con diferentes estructuras de soporte desarrolladas a lo largo de la 

evolución. Existen tres tipos básicos de sistemas de soporte, los esqueletos 

hidrostáticos, los exoesqueletos y los endoesqueletos. El esqueleto hidrostático se 

basa en las propiedades de los líquidos, la incompresibilidad del agua y su 

capacidad de asumir la forma del recipiente. Haciendo uso de los músculos 

longitudinales y circulares, de la cavidad hueca del cuerpo, de una membrana 

deformable y del fluido interno se puede obtener locomoción basada en el 

antagonismo de las contracciones musculares, que producen cambios en la presión 

interna del fluido para la elongación de los músculos previamente contraídos y del 

cuerpo, permitiendo recuperar su forma inicial y avanzar sobre el sustrato en el que 

se encuentra (Fig. 3). Uno de los Phylum que utiliza el esqueleto hidrostático y que 

ha sido de los más estudiados por sus características únicas es el de los 

platelmintos, los cuales son organismos frecuentemente utilizados como modelos 

experimentales para diferentes disciplinas científicas. En contraste, los organismos 

con esqueleto “duro” (endoesqueleto o exoesqueleto) en los invertebrados 

previenen la deformación del cuerpo, confiriendo ventajas como un aumento de 

tamaño y de coordinación del movimiento. Un ejemplo de organismos que utilizan 

el exoesqueleto son los artrópodos. Asimismo, un ejemplo del uso de un 

endoesqueleto ocurre en los cordados, organismos que presentan una notocorda 

durante alguna etapa de su desarrollo. La notocorda es un conducto protector que 

se extiende a lo largo del cuerpo del animal para conducir y proteger el sistema 

nervioso; también provee soporte durante la locomoción del organismo [8, 27, 39]. 
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II.2 Modos de vida, simbiosis y parasitismo 

En los animales existe una gran diversidad en los patrones de asociación que se 

pueden clasificar como homogénicas o heterogénicas; estos términos se refieren a 

las interacciones entre organismos de la misma o de diferente especie, 

respectivamente. Para referirse a todas las relaciones entre especies se utiliza el 

término simbiosis, sin embargo, distintos términos tratan de abarcar el espectro de 

interacciones, basándose en criterios tales como el beneficio o daño de un miembro 

Figura 3. Representación esquemática del movimiento de un gusano 

con músculos longitudinales y circulares que le permiten la contracción 

y relajamiento de la cavidad corporal llena de fluido. (a)  Representación 

de las musculaturas circular y longitudinal; (b) Ocurre la contracción de 

los músculos longitudinales con un anclaje en la posición X y se contrae 

la parte posterior formando un punto de anclaje en Y; (c) se relajan los 

músculos longitudinales soltando el anclaje en X. Los anclajes se deben 

a la contracción de los músculos circulares para poder avanzar la 

distancia d en la parte anterior del organismo (tomada y traducida de 

Pechenik, 2014). 
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al otro. Los términos que permiten la identificación del tipo de relación simbiótica 

son: foresis, mutualismo, comensalismo y parasitismo. Foresis se refiere a la 

relación en la cual un organismo transporta a otro; comensalismo se refiere a las 

relaciones en donde ambos organismos comparten su alimento; mutualismo se 

refiere a las relaciones en donde ambos organismos resultan beneficiados de su 

interacción; finalmente en el parasitismo uno de los organismos, denominado 

parásito, recibe un beneficio a costa del bienestar del otro, llamado huésped u 

hospedero. Para que una relación parasítica tenga éxito, se requiere que el daño 

conferido tenga un impacto moderado sobre la capacidad reproductiva del 

hospedero (parásito eficiente) [32, 45, 54]. El parasitismo es la relación simbiótica 

antagonista más exitosa que podemos encontrar en la Tierra, ya que se estima que 

entre el 50-70% de las especies se relacionan a través del parasitismo [35]. Existen 

registros fósiles del parasitismo que se remontan al periodo Cámbrico temprano, los 

cuales se encontraron en el sur de China. Esta asociación consistía de un 

braquiópodo en el cual estaban incrustados varios “tubos parasíticos”, con una 

orientación en dirección de las corrientes de flujo laminar que el hospedero 

generaba para alimentarse, resultando en la disminución de la biomasa del 

braquiópodo [66]. Algunos ejemplos de los efectos que pueden provocar los 

parásitos son lesiones mecánicas, manipulación del sistema inmunológico o robo 

de nutrientes del hospedero. Además, dependiendo de la localización del parásito 

se les denomina de distinta manera, “ectoparásitos” son aquellos que habitan en la 

parte externa del hospedero y “endoparásitos” son los que viven dentro del 

organismo. Las características que han aparecido en los diferentes organismos 

parásitos durante la evolución son dependientes del sitio de invasión del hospedero 

y además pueden ser afectados por la convivencia con otros organismos y sus 

hábitos.  

Otra adaptación al hospedero es la especificidad, esta característica varía entre 

parásitos y puede exhibir diferentes grados de exclusividad con un organismo, un 

ejemplo es Taenia solium que solamente alcanza su forma adulta como parásito en 

el tubo digestivo del ser humano [31, 32]. En contraste, una especie cercanamente 

relacionada: Taenia crassiceps, puede parasitar distintas especies de cánidos y dar 

lugar a huevos fértiles. Existen ocasiones donde un parásito puede encontrar un 

hospedero paraténico (o de transporte) en el cual no sufre ningún cambio con 

respecto a su ciclo de vida, pero puede funcionar como un puente ecológico entre 

un hospedero intermediario y uno definitivo [45]. También existen los hospederos 

reservorios que se caracterizan por ser organismos alternativos en donde los 

parásitos pueden continuar con su ciclo de vida a pesar de no estar en un hospedero 

ideal para su desarrollo, sin embargo, debido a la carencia de hospederos 

principales puede continuar su transmisión. 
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II.3 Los platelmintos 

Los platelmintos son organismos acuáticos, mayoritariamente de vida libre 

(Turbellaria) aunque existen tres grupos que mantienen un modo de vida parasitario. 

Algunos afectan al ser humano y son de importancia médica (Monogenea, Digenea 

y Cestoda). Se conocen aproximadamente 30,000 especies de platelmintos [9]. Su 

característica principal es que son gusanos aplanados; la diversidad morfológica de 

estos organismos es amplia y pueden carecer de caracteres en común. En el caso 

de los platelmintos parásitos, la adquisición de un cuerpo aplanado les permitió 

invadir sitios tubulares dentro del hospedero, como los tubos digestivos, en donde 

se alojan para su desarrollo, nutrición y reproducción. Son organismos acelomados, 

triploblásticos y bilateralmente simétricos [38]. El bauplan de los platelmintos es 

único, poseen estructuras que permiten la circulación de fluidos basados en el 

movimiento de cilios pertenecientes a células altamente especializadas 

denominadas células flama, las cuales están conectadas a tubos colectores y que 

participan en procesos de excreción y osmorregulación. Otra estructura única en los 

platelmintos es la aparición del tegumento, la cual está conformada de una 

superficie externa membranosa y es metabólicamente activa. Por debajo del 

tegumento, y separados por la llamada membrana basal, existen citones 

subtegumentales, glandulares y sensoriales que forman un tejido laxo con una 

característica excepcional: se trata de un sincicio en el que todas las estructuras 

celulares están interconectadas por lo que sólo existe especialización regional; a 

ello se debe que en lugar de utilizar el término “célula” se utilice el de “citón”. El 

tegumento también funciona como un medio de comunicación con el exterior, ya 

que a través de él se mueven productos de excreción/secreción, inmunomodulares 

(en el caso de aquellos parásitos), etc [54]. El sistema nervioso de los platelmintos 

es variable entre las diferentes clases, puede estar muy simplificado y en algunos 

casos carecen de ojos o también pueden poseer un sistema nervioso centralizado, 

formado por un ganglio cerebral conectado longitudinal y transversalmente a lo largo 

del cuerpo del organismo [39]. Con respecto a la forma de reproducción de los 

platelmintos, pueden ser sexuales o asexuales, inclusive algunas especies pueden 

utilizar uno u otro método sexual o asexual durante su ciclo de vida, un ejemplo es 

Taenia crassiceps, que pueden reproducirse asexualmente en el hospedero 

intermediario (roedores) por medio de gemación, mientras que dentro de su 

hospedero definitivo (cánidos) puede reproducirse solamente por reproducción 

sexual. Los sistemas digestivos de los platelmintos pueden estar conformados por 

un intestino ciego el cual puede ser recto o ramificado y pueden poseer bocas con 

diferente morfología como una faringe protráctil o incluso una probóscide que les 

permite la adquisición de alimento que se almacena para su digestión en un intestino 

o enterón. También existen algunos platelmintos parásitos que carecen 

completamente de tubo digestivo, debido a que llevan a cabo la adquisición de 
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nutrientes a través del tegumento. Otra capacidad relevante de los platelmintos es 

su regeneración de tejidos, que no sólo implica la reparación de una parte del 

cuerpo, sino la formación de órganos, estructuras o incluso de otro organismo 

completo. Esta habilidad se le atribuye a la presencia de una población denominada 

neoblastos, que son equivalentes a las células troncales de otros organismos. Los 

neoblastos son células versátiles capaces de retomar programas de diferenciación 

propios de tejidos especializados [3, 4, 38, 42, 43]. Entre la gran diversidad de 

platelmintos, destacan, por su biología, aquellos que han adoptado el parasitismo 

como su modo de vida, no solamente por estar involucrados en el ámbito médico, 

sino por ser organismos especiales dentro del reino animal habiendo adquirido 

complejas estrategias para su supervivencia dentro de los hospederos, ya que han 

coevolucionado durante largos periodos y bajo presiones selectivas que han 

resultado en mecanismos altamente especializados para la invasión y permanencia 

en distintos órganos y tejidos de los hospederos, influyendo importantemente en la 

ecología de los hábitats en donde se encuentran, debido a su influencia sobre 

distintas cadenas tróficas [8, 35, 45]. 

 

II.4 Céstodos 

Los gusanos pertenecientes a la clase Cestoda, pueden dividirse en dos subclases, 

Cestodaria y Eucestoda, los primeros no se dividen en segmentos, tienen un solo 

juego de órganos reproductivos, carecen de escólex (órgano de fijación) y tienen 

una larva decacanto (10 ganchos), mientras que los miembros del segundo grupo 

poseen un cuerpo elongado y acintado, además carecen de tubo digestivo. Residen 

principalmente en el tracto digestivo de los hospederos donde hay disponibilidad de 

nutrientes para afrontar la demanda energética por su alta tasa de crecimiento. Los 

órdenes de mayor interés médico pertenecen a la subclase Eucestoda [54]. El 

origen de los céstodos sigue siendo incierto hasta el día de hoy, aunque se ha 

demostrado que el origen del modo de vida parasitario entre los platelmintos de vida 

libre, incluyendo los tres grupos principales: Digenea, Monogenea y Cestoda, es 

monofilético [11]. Es decir, que el parasitismo surgió entre los platelmintos de vida 

libre en una sola ocasión. En esos análisis filogenéticos el grupo hermano a los tres 

taxa parásitos son los Seriata. Los céstodos poseen diversos órganos de sujeción 

que se pueden clasificar en tres grupos, bothria, bothridia y acetábula, que se han 

adaptado dependiendo de las presiones selectivas a las cuales se han enfrentado 

durante su evolución, principalmente por la forma del órgano (v. gr. intestino) de la 

especie que parasitan. Pueden además poseer ganchos, pliegues, glándulas, 

tentáculos o diferentes variantes que les facilitan la fijación dentro del hospedero 

[10, 45 y 54]. Existen excepciones en algunos organismos como Fimbriaria 

fasciolaris en el cual su escólex pierde la función de sujeción debido al desarrollo 
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de un pseudoescólex a partir de la porción anterior del estróbilo. Además de las 

modificaciones del escólex para la fijación al tubo digestivo del hospedero, los 

céstodos han desarrollado una adaptación única entre los diferentes platelmintos: 

el tegumento. Esta estructura además de funcionar como una cubierta protectora 

es una capa metabólicamente activa, formada por un sincicio conectado a los 

citones subtegumentales, lo que define dos regiones: el citoplasma distal y el 

citoplasma perinuclear, las cuales han sido extensamente descritas 

ultraestructuralmente [5, 18, 55]. En el citoplasma distal se pueden encontrar 

vesículas, que están involucradas en el intercambio de material con la membrana o 

con el medio externo, en esta región también se pueden observar las microtricas, 

que se dividen en dos secciones, el eje basal, que posee un núcleo formado por 

delgados filamentos lo que confiere flexibilidad y la punta distal, que se observa 

electrón-densa en el microscopio electrónico y puede tener distintas formas según 

la especie (Fig. 4). Se ha estimado que el factor de amplificación de la membrana 

externa del tegumento debido a las microtricas, para distintos céstodos, puede 

variar entre 2.2 a 16.3 [55]. Si se toma en cuenta que la punta distal de la microtrica 

no está involucrada en la absorción, se puede obtener el factor de amplificación 

funcional, el cual resulta en un intervalo de 1.73 a 11.75, el cual es comparable con 

las microvellosidades intestinales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema representativo del tegumento en un céstodo 

(tomado de la tesis doctoral de Flores-Bautista, 2019) [18]. 
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El desarrollo de la estrobilación en los céstodos es único y consiste en una serie de 

segmentos que contienen los órganos reproductivos de cada sexo a los cuales se 

les denomina proglótidos. Conforme se va desarrollando el gusano adulto se 

producen proglótidos o segmentos que constituyen unidades reproductivas 

separadas. El proceso de estrobilación consiste en la producción de nuevos 

proglótidos y en su maduración conforme avanzan hacia el extremo posterior del 

gusano adulto. Cuando los proglótidos maduros están llenos de huevos se les 

denomina grávidos. Este proceso de reproducción le permite a los céstodos liberar 

una gran cantidad de huevos que pueden infectar al siguiente hospedero en su ciclo 

de vida [45, 54]. En varias especies, los gusanos adultos, son capaces de producir 

cientos de miles de huevos diarios. Un extraordinario ejemplo de este proceso de 

reproducción es el organismo Polygonoporus giganticus, el cual es un céstodo que 

habita el intestino de los cachalotes y puede medir hasta 30 metros de largo, con 

cada proglótido de hasta 5 metros de longitud [67]. 

 

II.4.1 Clasificación taxonómica 

La taxonomía de los distintos órdenes de céstodos actuales ha tenido cambios a lo 

largo de la historia. Recientemente se realizó el recuento del número de especies 

totales estimándose en 4,810 hasta 2017, con un número total de 833 géneros. Sin 

embargo, constantemente se siguen describiendo nuevas especies de céstodos. 

Las especies que forman el orden Cyclophyllidea son las más numerosas, 

incluyendo más del 50% de los céstodos. La descripción de especies se basa 

principalmente en caracteres morfológicos (tipo de órgano de sujeción, número de 

ganchos, disposición de los órganos reproductivos, forma de los proglótidos, etc.), 

pero recientemente se ha integrado la biología molecular para poder realizar 

estudios filogenéticos de los distintos órdenes que conforman la clase Cestoda [10]. 

Los marcadores utilizados para la clasificación de estos organismos fueron dos 

genes nucleares (28S rDNA y 18S rDNA) y dos genes mitocondriales (COI y 16S 

rDNA) los cuales se han secuenciado para más de 950 especies, logrando separar 

en 19 órdenes a los céstodos, de los cuales los Eucestoda conforman 17 de estos 

órdenes [10, 11]. El nombre de los órdenes, los hospederos principales en su ciclo 

de vida, los genomas secuenciados y el número de géneros y de especies se 

muestran a continuación, con especial énfasis en el orden Cyclophyllidea, en donde 

se encuentran la familia Taeniidae (Tabla 1). 
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Tabla 1. Información de los órdenes actuales de céstodos 
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II.5 Ténidos 

Dentro de los organismos que pertenecen al orden Cyclophyllidea se encuentran 

los integrantes de la familia Taeniidae, la cual está conformada por 4 géneros y 50 

especies. Son parte de los gusanos parásitos de mayor importancia médica y 

veterinaria. Los adultos parasitan carnívoros, usualmente en el intestino delgado 

mientras que los hospederos intermediarios suelen ser las presas de los hospederos 

definitivos. Existen ocasiones en las que los carnívoros pueden infectarse con el 

estadio larvario del organismo [32, 45, 54].  

Los taénidos pueden tener distintos tipos de larvas: el cisticerco es una vesícula 

llena de líquido, que rodea un solo escólex invaginado (Fig. 5B); el estrobilocerco 

es una larva con el escólex usualmente evaginado, conectado por un estróbilo largo, 

sólido y segmentado a una pequeña vesícula llena de líquido (Fig. 5D); el 

coenuro/cenuro es una bolsa parecida al cisticerco, pero dentro de ella se 

desarrollan varios escólices que se mantienen unidos a la pared de la vesícula (Fig. 

5A); el quiste hidatídico es una larva similar al cisticerco, sin embargo, una diferencia 

fundamental es que lleva a cabo el proceso de gemación dentro de la misma 

vesícula en la cual se depositan escólices que pueden formar a un adulto en el 

hospedero definitivo (Fig. 5C); finalmente, el quiste alveolar es otro tipo de larva la 

cual también puede ser denominada “quiste hidatídico multilocular”, la cual produce 

un quiste sin uniformidad y sin una membrana definida en el tejido que parasita. 

Produce una estructura poliquística con vesículas proliferativas que se “posan” en 

un estroma denso y fibroso, de este tejido larvario se producen escólices [54].   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Tipos de larvas que ocurren en los taénidos. A) Cenuro, B) 

Cisticerco, C) Quiste hidatídico y D) Estrobilocerco (tomada y modificada 

de Smyth, 1962). 
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II.6 Taenia solium 

Uno de los organismos pertenecientes a la familia Taeniidae más conocidos es 

Taenia solium, el cual es un parásito adaptado a las condiciones que presenta el 

tejido de sus hospederos (humano o porcino).  Su ciclo de vida se basa en dos 

organismos vertebrados que han convivido gracias al establecimiento de la cría de 

animales, los humanos albergan al gusano adulto mientras que el cerdo es el 

hospedero intermediario de la larva cisticerco [31]. Existen dos hipótesis acerca de 

la aparición de la parasitosis por T. solium en el humano y en el cerdo; la primera 

consiste en que la adquisición de la tenia fue debido a la íntima relación de los 

humanos con los cerdos que fueron domesticados hace unos 15,000 años, ya que 

eran portadores de la larva y era común el consumo de su carne. Una segunda 

hipótesis que cuenta con evidencia molecular muy sólida muestra que los homínidos 

carroñeros primitivos se alimentaban de los restos de las cazas llevadas a cabo por 

hienas y otros cánidos, de quienes adquirieron estos parásitos. Una especie 

relacionada, Taenia saginata, fue similarmente adquirida de los depredadores 

felinos (leones) [7].  

En el caso de la T. solium, el ser humano es el único hospedero definitivo; 

accidentalmente puede actuar también como hospedero intermediario cuando se 

ingieren alimentos con contaminación fecal. Esta infección por la larva (cisticerco) 

se denomina cisticercosis y puede ocurrir en distintos sitios como el cerebro, 

músculo, ojo, tejido subcutáneo. Cuando el cisticerco se encuentra en el sistema 

nervioso central, la enfermedad se denomina neurocisticercosis, que es la principal 

infección parasitaria del sistema nervioso del humano [18, 51]. La investigación 

llevada a cabo en este organismo ha revelado una gran cantidad de información 

acerca de su fisiología, relaciones ecológicas, evolución y también sobre la 

inmunología del humano y del cerdo. En diversos países se han diseñado 

programas dedicados a la erradicación de la cisticercosis. En México la 

teniasis/cisticercosis constituía un considerable problema de salud pública y de 

economía en la producción de carne de cerdo; la modernización de la explotación 

porcina, el desarrollo de herramientas diagnósticas y preventivas, así como el 

establecimiento de una normativa para la salud en relación con esta parasitosis han 

logrado que la teniasis/cisticercosis ya no constituya una amenaza para la salud 

pública actual [49]. 
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II.7 El modelo animal de cisticercosis murina por Taenia 

crassiceps 

Debido a la dificultad para la obtención de muestras de parásitos provenientes de 

infecciones naturales y de su mantenimiento in vitro, se ha adoptado el modelo de 

infección de T. crassiceps para el estudio de la biología de la larva y en algunos 

casos también del adulto. La similitud de T. crassiceps con T. solium ha permitido 

el estudio de la biología básica de la larva, de las interacciones hospedero-parásito, 

el desarrollo de vacunas y de tratamientos contra la cisticercosis, no solo en el 

humano sino también en el cerdo.  

Taenia crassiceps es un céstodo íntimamente emparentado con T. solium, su ciclo 

de vida requiere dos hospederos; la fase larvaria (cisticerco) se desarrolla en 

roedores pequeños (v. gr. Apodemus sylvaticus, Microtus arvalis, Mus musculus, 

Rattus norvergicus) y la fase adulta ocurre en cánidos (v. gr. Canis lupus, Canis 

lupus familiaris, Vulpes lagopus, Vulpes vulpes) (Fig. 6) [41]. Los cisticercos de T. 

crassiceps tienen una característica importante para su utilización como modelo 

animal, ya que es capaz de reproducirse asexualmente en el hospedero 

intermediario mediante gemación [21]. Esta particularidad ha permitido su 

mantenimiento en el laboratorio mediante la transferencia de cisticercos de un ratón 

infectado a otro sano (naïve) lo que ha permitido mantener en el laboratorio varias 

cepas de esta especie por más de 60 años. Se han establecido distintas cepas que 

se utilizan experimentalmente. Una de ellas es WFU la cual es considerada 

silvestre, pero también existe una muy particular, denominada ORF, la cual ha 

perdido la capacidad de infectar a su hospedero definitivo debido a la carencia de 

escólex en comparación con las otras cepas KBS o WFU [17].  Puesto que ORF 

posee una velocidad reproductiva más acelerada [20], ha sido ampliamente utilizada 

en el estudio de diversos aspectos de la relación hospedero-parásito en la 

cisticercosis. 

El mantenimiento de la T. crassiceps en condiciones de laboratorio consiste en la 

inyección de por lo menos 10 larvas pequeñas (0.5-1.0 mm de diámetro) en el 

peritoneo de ratones hembra de la cepa BALB/c de tres meses de edad. El tiempo 

de incubación y el sitio de infección óptimo, se determinó por distintos ensayos de 

inoculación que demostraron que la inyección peritoneal permitía la obtención de 

una gran cantidad de larvas después de 45 a 90 días [21, 64].  
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La cepa ORF ha sido comúnmente empleada en distintos grupos de investigación. 

Se ha intentado determinar la diferencia entre la cepa silvestre y la cepa mutante 

carente de escólex. Se ha propuesto que la pérdida del escólex es debida a una 

anomalía cromosómica, la falta del par cromosómico II debido a una nulisomía, lo 

cual es considerado un evento catastrófico durante la historia evolutiva del cisticerco 

de la cepa ORF [52]. También se ha estudiado la replicación celular mediante la 

incorporación de análogos de nucleótidos o incubación con colchicina y la síntesis 

de RNA en este organismo [53], con la intención de describir a detalle el sistema de 

células replicativas que pueden estar involucradas en el mantenimiento de los 

distintos tejidos que forman a la larva o al adulto. Sin embargo, no hay más estudios 

actuales al respecto que hayan podido determinar las poblaciones involucradas en 

la homeostasis del tejido. 

 

Figura 6. Ciclo de vida de Taenia crassiceps en su hospedero definitivo 

(cánido) y en su hospedero intermediario (roedor) (elaboración propia 

tomando ilustraciones de Smyth, 1962 y Freeman, 1962). 
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II.8 Cariotipos de céstodos 

Los cariotipos de algunos céstodos han sido detalladamente reportados por 

distintos autores. Las técnicas utilizadas comúnmente para la visualización de 

cromosomas consisten en la utilización de células sexuales del adulto, la incubación 

con colchicina y la tinción de los cromosomas para su observación bajo el 

microscopio [58]. Recientemente se han incorporado otras técnicas modernas como 

la hibridación in situ (FISH) o la utilización de sondas fluorescentes (DAPI) para el 

mapeo y descripción detallada de los cromosomas [36]. Los primeros estudios 

realizados sobre cariotipos de céstodos se centraban únicamente en su número 

cromosómico [25, 46, 58]. Conforme se adaptaban técnicas de citogenética 

originadas en otros organismos, se pudieron realizar descripciones más formales 

sobre la estructura y composición de los cromosomas de céstodos. Una de las 

limitantes para el estudio de los cariotipos es la adquisición de células replicativas, 

ya que su presencia es escasa o inexistente en algunas etapas del desarrollo. El 

aislamiento celular es una tarea difícil de realizar puesto que se trata de tejidos 

sinciciales [55]. Los números cromosómicos en céstodos van desde los 6 hasta los 

28 pares y la mayoría de las especies presentan una ploidía de 2n=16 o 18. Sin 

embargo, los organismos del orden Cyclophyllidea tienen una mayor diversidad de 

cariotipos [58]. En el caso de T. crassiceps, se han reportado dos números de 

cromosomas en su cariotipo [52]. Estos reportes destacan la urgente necesidad de 

la corroboración de los números cromosómicos para entender la biología básica del 

parásito y contribuir al conocimiento sobre los céstodos para su utilización como 

modelos experimentales. Además de que pueden funcionar como herramientas 

para el establecimiento de las relaciones filogenéticas entre los organismos que 

conforman este orden. Es por ello que en el presente trabajo de tesis se decidió 

caracterizar el cariotipo de T. crassiceps.  

 

II.9 Secuenciación de genomas 

El acceso a las tecnologías de secuenciación masiva ha permitido la caracterización 

de una gran cantidad de genomas, entre ellos, el de algunos céstodos (Fig. 7). 

Comenzando con la creación de la base de datos de información genómica de 

Schmidtea mediterranea [44] y con la publicación de los genomas completos de 

Schistosoma mansoni y japonicum [6, 60], el acervo de información genómica de 

los platelmintos ha crecido notablemente durante la última década. Los parásitos de 

importancia médica y veterinaria han sido seleccionados para su caracterización 

genómica. La comparación de los genomas ha permitido comprender el origen 

filogenético de estos organismos, así como también las adaptaciones a la vida 

parasitaria que han sucedido durante su historia evolutiva. Los genomas de estos 
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organismos parásitos son accesibles gracias a un proyecto organizado por el 

Consorcio Internacional de Genomas de Helmintos, que pueden encontrarse en la 

base de datos WormBase Parasite, donde se encuentran registrados 197 genomas, 

de los cuales 19 pertenecen a céstodos [26]. Cabe mencionar que los primeros 

cuatro genomas de céstodos fueron publicados en el año 2013; entre ellos se 

describió el genoma de T. solium que fue realizado por un consorcio liderado por el 

Dr. Laclette [62]. En 2019, el registro de genomas creció importantemente, con 17 

organismos nuevos registrados en la base de datos. El desarrollo de metodologías 

que permitan mejorar la calidad de la secuenciación y del armado facilitará el diseño 

de nuevos fármacos para el tratamiento de enfermedades causadas por estos 

organismos, así como la producción de vacunas y de métodos diagnósticos.  

Se han descrito las células germinativas en planaria y más recientemente en otros 

organismos parásitos como digeneos y céstodos. Se denominan células 

“germinativas”, “replicativas”, “troncales”, “de regeneración” o “neoblastos”, 

dependiendo del organismo que se discute, sin embargo, tienen diversas funciones 

en común, siendo una de ellas la capacidad regenerativa y de crecimiento 

indefinido, que es una capacidad característica de los platelmintos. Las células 

germinativas en la clase Cestoda han sido descritas en organismos como 

Mesocestoides corti, Hymenolepis diminuta, Echinococcus multilocularis, Taenia 

solium y Taenia crassiceps [28, 29, 33, 37, 47, 53, 65]. A pesar de que se reconoce 

la existencia de células germinales en estas especies de céstodos, solamente se 

han logrado caracterizar en E. multilocularis y a H. diminuta, mediante la utilización 

de métodos de eliminación de células replicativas (radiación o incubación con 

hidroxiurea), junto con la utilización de marcadores específicos de la línea germinal 

como mcm2, h2b y ago2 que se han identificado en planaria y en otros organismos 

parásitos [29, 47]. Otro marcador de la línea germinal que se ha identificado en 

platelmintos de vida libre es el gen ddx4/vasa, el cual ha sido reemplazado en el 

genoma de los céstodos por al menos dos genes descritos como pl10, que han 

tomado las funciones de vasa en el mantenimiento de la población replicativa [62].  
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III. Hipótesis  

Se pueden identificar poblaciones de citones germinativos del cisticerco de Taenia 

crassiceps mediante el rastreo de la incorporación del análogo de timidina (EdU), la 

presencia del marcador DDX4/VASA, además de su caracterización mediante 

citometría de flujo, hasta lograr el aislamiento y cultivo in vitro de una línea de citones 

replicativos. 

 

IV. Objetivos de la tesis 

IV.1 Objetivo general 

Avanzar en la identificación, aislamiento, caracterización y cultivo de los citones 

germinativos de cisticerco de Taenia crassiceps. 

 

IV. 2 Objetivos específicos 

a. Utilizar el marcador EdU para identificar la población celular replicativa 

(citones) en el cisticerco de T. crassiceps. 

b. Realizar estudios de localización de la proteína DDX4/VASA en el tejido del 

cisticerco para determinar su utilidad como marcador de células germinales. 

c. Aislar y cultivar la población celular replicativa (citones) en el tejido del 

cisticerco para establecer un método de cultivo apropiado. 

d. Caracterizar mediante citometría de flujo las poblaciones de citones que 

existen en el tejido del cisticerco. 

e. Determinar la ploidía y realizar la descripción del cariotipo de los citones 

replicativos de WFU y ORF en el tejido del cisticerco. 
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IV. Materiales y Métodos 
 

V.1 Obtención de cisticercos y aislamiento de citones  

Los cisticercos de las cepas WFU y ORF de Taenia crassiceps, se mantuvieron 

por pasaje intraperitoneal de ratones infectados a ratones no infectados. 

Normalmente se utilizan hembras de la cepa BALB/c de 4-6 semanas de edad. 

Se inyectaron intraperitonealmente 10 cisticercos por ratón y después de 90 días 

se sacrificaron para la recuperación de las larvas. Los cisticercos aislados se 

lavaron tres veces con PBS esterilizado para ser utilizados inmediatamente. 

Para el fraccionamiento del tejido y el aislamiento de los citones se utilizó un 

protocolo descrito anteriormente con algunas modificaciones [29, 61]. En breve, 

se fragmentan los cisticercos por tamizado a través de una organza y una 

coladera de té. Posteriormente se incuba la suspensión de tejido con una 

solución de maceración que contenía tripsina-EDTA 0.25% (Gibco) durante 30 

minutos a 37 °C y el macerado se centrifugó a 4,000 rpm durante cinco minutos 

(Eppendorf, 5415C). Se retiró el sobrenadante y se resuspendió la pastilla con 

500 µL de medio RPMI 1640 suplementado (Gibco), finalmente se realizó un 

conteo celular con cámara de Neubauer, antes de realizar citometría de flujo, 

inmunofluorescencia o cultivo.  

V.2 Marcaje con EdU de células proliferativas en el cisticerco 

completo 

Para el marcaje de células proliferativas en cisticercos WFU y ORF, se utilizó 5-

etinil-2'-desoxiuridina (EdU) (Thermo Fisher Scientific) siguiendo un protocolo ya 

establecido anteriormente [48]. Se incubaron los cisticercos recién obtenidos del 

peritoneo de ratón con medio suplementado con EdU (25µM) por 5 horas a 37 

°C, posteriormente se cambió por medio fresco y se dejó incubar por 5 horas 

más para terminar el marcaje de DNA.  

V.3 Montaje completo de los cisticercos  

Para mantener la morfología original de los cisticercos y observar la presencia 

de células proliferativas por microscopía de fluorescencia se utilizó un protocolo 

reportado anteriormente con algunas modificaciones [28, 29, 47]. Se fijaron los 

cisticercos incubados con EdU utilizando formaldehído al 4% en solución salina 

fisiológica pH 7.4 (PBS) durante una hora a temperatura ambiente con agitación 

moderada. Se colocaron los cisticercos en una placa de 48 pozos y se realizaron 

cinco lavados con PBS para eliminar el exceso de EdU. Para la permeabilización 

de los cisticercos se incubaron en acetona (≥99.9%, Sigma) por cinco minutos 

en agitación y se realizaron cinco lavados con PBS. Para la detección del EdU 
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se utilizó el kit Click-iT™ EdU Alexa 555 (Life Technologies) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para la visualización de núcleos celulares se 

incubaron los cisticercos con DAPI (1µg/mL) durante 30 minutos y se realizaron 

cinco lavados con PBS. El montaje de los cisticercos se llevó a cabo en placas 

de 96 pozos, colocando un cisticerco por pozo con una solución de glicerol al 

30% en PBS (Sigma). 

V.4 Inmunofluorescencia en cisticercos completos y en cortes 

histológicos 

La obtención de cortes histológicos se realizó mediante la inclusión de los 

cisticercos previamente fijados con formaldehído y congelados a -70 °C en 

Tissue-Tek (Sakura). Se obtuvieron cortes histológicos de 10 µm de grosor 

utilizando un criotomo (Tissue-Tek, modelo Cryo3 Plus). Los cortes obtenidos se 

montaron en laminillas SuperFrost y se permeabilizaron con TritónX-100 (0.25% 

Tritón-PBS) durante 30 minutos. En cambio, los cisticercos completos se 

permeabilizaron con acetona (≥99.9%) por 10 minutos; posteriormente se 

realizaron tres lavados con PBS y se incubaron con el anticuerpo α-VASA 

(policlonal de conejo, Abcam ab13840) a una dilución de 1:200, seguido por la 

incubación con un anticuerpo secundario acoplado a un fluorocromo Alexa 568 

(policlonal de cabra, Thermo Fisher Scientific A-11011) a una dilución de 1:1000. 

Para observar los núcleos de las células se utilizó una tinción con DAPI 

(1µg/mL). Las muestras se visualizaron y fotografiaron utilizando un microscopio 

de epifluorescencia (Olympus, modelo IX71) y un microscopio confocal (Nikon, 

modelo AR1+ STORM). 

V.5 Marcaje con CFDA-SE de la suspensión celular 

Para la visualización de las poblaciones celulares de los cisticercos, se incubó 

la suspensión celular con medio RPMI 1640 adicionado con CFDA-SE (Thermo 

Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante, a una concentración 

de 5 y 10 µM durante 15 minutos a 37 °C. Posteriormente se realizaron tres 

lavados con PBS a 3,000 rpm durante cinco minutos y se prepararon para 

citometría de flujo. 

V.6 Citometría de flujo 

Para la visualización de las poblaciones celulares de los cisticercos de T. 

crassiceps, se marcaron con CFDA-SE, DAPI y DDX4/VASA. Se fijaron las 

células por 30 minutos con formaldehído (4% FA-PBS) y se realizaron tres 

lavados con PBS a 3,000 rpm por 5 minutos, se permeabilizaron con acetona 

durante 5 minutos y se lavaron tres veces con PBS por centrifugación a 3,000 

rpm por 5 minutos. Las muestras se resuspendieron en 300 µL y se visualizaron 

utilizando el citómetro de flujo (Cytoflex S, Beckman Coulter). 
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V.7 Cultivo in vitro de las células germinativas  

Las células obtenidas por el método de aislamiento con EDTA-Tripsina se 

mantuvieron en cultivo en placas de 12 pozos, en 2 mL de medio RPMI 1640 

suplementado (Gibco) con 10% SFB a 37 °C y en una atmósfera de 5% CO2. Se 

realizaron cambios de medio cada dos días. Nuestros intentos de conteo celular 

resultaron especialmente difíciles debido al pequeño tamaño de los cuerpos 

celulares. 

V.8 Visualización de los cromosomas de WFU y ORF 

Con el objeto de visualizar y realizar el conteo de los cromosomas de T. 

crassiceps durante su estado larvario, se adaptaron dos métodos que se habían 

descrito para planarias y otros céstodos [24, 36]. Se incubaron cisticercos en 

una solución de colchicina 0.25% (en medio RPMI 1640 suplementado con 1% 

de suero bovino fetal) durante 6 horas a 37° C. Posteriormente se realizó un 

lavado de 20 minutos con agua desionizada a temperatura ambiente y finalmente 

se fijaron con metanol:ácido acético 3:1 durante 30 minutos a 4°C. Una vez 

obtenidos los parásitos fijados, se colocaron en laminillas SuperFrost (Thermo 

Fisher Scientific) y se presionaron para disminuir su grosor utilizando un 

cubreobjetos. Después de montar los cisticercos, se dejaron incubar toda la 

noche a 4°C y se sumergieron en nitrógeno líquido. Posteriormente, se removió 

el cubreobjetos intentando no dañar el tejido. Finalmente se permeabilizó 

durante 5 minutos con PBS-Tritón X-100 (1%) y se tiñó con DAPI 1:500 por 20 

minutos para montar los portaobjetos con la muestra en VectaShield (Sigma). 

Las muestras se visualizaron y fotografiaron en un microscopio de 

epifluorescencia (Olympus, modelo IX71) y en un microscopio confocal (Nikon, 

modelo AR1+ STORM). 

 

V. Resultados 

VI.1 Identificación de células proliferativas de Taenia crassiceps 

Una característica de las células germinativas que permite su identificación en el 

tejido larvario es su alta tasa de replicación, por lo tanto, se decidió utilizar una 

tinción con EdU, que es un reactivo que permite marcar a todas aquellas células 

que estén incorporando nucleótidos para la síntesis de DNA necesaria en la 

duplicación celular. Se realizaron estos ensayos utilizando cisticercos de dos cepas 

de T. crassiceps: ORF y WFU. La primera es una cepa mutante que ha perdido la 

capacidad de formar el escólex y la segunda es una cepa a la que se podría 

considerar silvestre, ambas son capaces de reproducirse asexualmente mediante 

gemación. Sin embargo, la velocidad de proliferación es mayor en ORF que en 
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WFU; la cantidad de gemas en WFU es menor y más lento el proceso de gemación. 

Las micrografías obtenidas inicialmente por microscopía de epifluorescencia y 

confocal de la cepa ORF, demostraron un enriquecimiento de células proliferativas 

en el polo germinal de los cisticercos completos marcados con EdU, 

específicamente en los sitios donde se encuentran las gemas nacientes y en su 

parte más distal (Fig. 8 ). En contraste, en el tejido de la vesícula madre, la pared 

vesicular mostraba una tinción mucho menor de EdU.  
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Figura 8. Localización por microscopía confocal de células proliferativas en 

la pared vesicular de una larva de la cepa ORF de Taenia crassiceps. A) Polo 

germinal mostrando gemas por microscopía confocal DIC; B) imagen 

equivalente con tinción de DAPI; C) imagen equivalente con tinción de EdU; 

D) Imagen sobrepuesta de las tinciones con EdU y DAPI. Las micrografías 

se obtuvieron con un microscopio confocal con los láseres C-FL DAPI (325-

375 nm) y C-FL Red (530-560 nm). 
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En el cisticerco de la cepa WFU la tinción de las gemas con EdU y DAPI fue idéntica 

a la observada para ORF (teniendo en cuenta que WFU posee una menor cantidad 

de gemas), sin embargo, se observó también el marcaje con EdU en el escólex (Fig. 

9), tanto en las ventosas como en el cono rostelar (Fig. 10). De manera similar a la 

cepa ORF, la pared vesicular mostró una tinción mucho más pobre del EdU. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Escólex sin evaginar de cisticerco de la cepa WFU de Taenia crassiceps. A) 

Escólex observado por contraste de fases; B) DAPI; C) EdU; D) Imagen compuesta de 

EdU y DAPI. Las micrografías se obtuvieron con un microscopio invertido de 

epifluorescencia con los filtros para observar DAPI (358 nm) y Alexa (568 nm).  
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Figura 10. Escólex sin evaginar de cisticerco de la cepa WFU de Taenia crassiceps. A) DAPI 

B) EdU; C) Imagen compuesta de EdU y DAPI. Los triángulos indican la posición de las 

cuatro ventosas y la flecha muestra el sitio del cono rostelar del escólex del cisticerco. Las 

micrografías se obtuvieron con un microscopio confocal con los láseres C-FL DAPI (325-

375 nm) y C-FL Red (530-560 nm). 
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VI.2 Localización de DDX4/VASA (PL10) por inmunofluorescencia en cortes 

histológicos y montaje completo de cisticerco de la cepa ORF de Taenia 

crassiceps 

El marcador VASA que corresponde a una helicasa, ha sido ampliamente utilizado 

como marcador de células germinales en células de mamífero y de planaria [12, 50]. 

En platelmintos, VASA corresponde con una familia de proteínas denominadas 

DDX. En el caso de los céstodos esta familia se denomina PL10. Las 

inmunofluorescencias realizadas en cortes histológicos de cisticercos con el 

anticuerpo policlonal α-DDX4/VASA, mostraron que la proteína está presente en el 

músculo liso en la región subtegumental de la pared vesicular. Se pueden 

diferenciar las regiones de la pared vesicular: en la zona más apical se concentra la 

señal de DAPI (azul) y por debajo de la membrana basal se observa la red de 

músculo liso (rojo) (Fig. 11). Para comprobar los resultados de los cortes 

histológicos, se realizó un montaje completo del cisticerco y la morfología observada 

coincidió con las micrografías de los cortes histológicos, evidenciando la red de 

músculos lisos en la región subtegumental de la pared vesicular del cisticerco (Fig. 

12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Corte histológico de la pared vesicular de un cisticerco de la cepa WFU de 

Taenia crassiceps marcada con DAPI (azul) y α-DDX4/VASA (rojo). Te, tegumento; ML, 

músculo liso. Las micrografías se obtuvieron con un microscopio invertido de 

epifluorescencia con los láseres para observar DAPI (358 nm) y Alexa (568 nm). 
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Figura 12. Inmunofluorescencia de la pared vesicular de un cisticerco WFU de T. 

crassiceps utilizando un suero policlonal α-DDX4/VASA. Se observa la red de 

músculo liso en la región subtegumental de la pared vesicular. Las micrografías 

se obtuvieron con un microscopio invertido de epifluorescencia con filtro para FITC 

(488 nm). 
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VI.3 Caracterización por citometría de la suspensión celular obtenida de los 

cisticercos de Taenia crassiceps 

La utilización de marcadores generales también podría permitirnos la identificación 

de células germinativas presentes en el tejido del cisticerco, por ello se intentó el 

uso de CFDA-SE y DAPI para identificar células individuales por medio de citometría 

de flujo. El marcador celular CFDA-SE permite el marcaje de esterasas y de otras 

proteínas intracelulares. Los ensayos de marcaje con CFDA-SE utilizando dos 

concentraciones (5 y 10 µM) permitieron discernir la fracción celular de los 

cisticercos de la cepa ORF de T. crassiceps de otros fragmentos tisulares 

resultantes de la maceración del tejido. La citometría mostró una población de 

fragmentos que podrían corresponder con citones propiamente dichas, así como 

otros fragmentos que podrían corresponder con restos celulares (Fig. 13). 

Desafortunadamente no se logró realizar el ensayo equivalente con los cisticercos 

de la cepa WFU.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se utilizó también la tinción por DAPI que permitió observar las distintas fases del 

ciclo celular en ambas cepas. En las figuras 15 y 16 se muestran los resultados 

correspondientes para ORF y WFU, respectivamente. Resultados preliminares 

mostraron que el 63 al 76% de la población muestreada se encontraba en fase G1, 

el 7 al 9% en fase S y el 15 al 19% en fase G2 en la cepa ORF. También se 

obtuvieron las poblaciones para la fase G1 (75-77.7%), S (5.09-8.24%) y G2 (13-

14.5%) de la cepa WFU (Fig. 15). Sin embargo, la validación de estos porcentajes 

requiere análisis más exhaustivos.  

FSC 

CFDA-SE 

5 µM 10 µM 

Figura 13. Células de cisticercos de la cepa ORF teñidas con dos 

concentraciones de CFDA-SE. 
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Finalmente, también se realizaron tinciones con un anticuerpo dirigido a 

DDX4/VASA de la suspensión celular obtenida a partir de la maceración de los 

cisticercos. La población celular positiva al anticuerpo se identificó y cuantificó, 

encontrándose que sólo una proporción pequeña del total de células aisladas 

(3.84%) en la cepa ORF podría corresponder a la presencia de citones positivos a 

DDX4/VASA. En la cepa WFU se encontró una población de citones DDX4/VASA+ 

de 3.66% (Fig. 16). En la figura 16 A y B se debe considerar que los citones positivos 

a DDX4/VASA sólo incluyen las indicadas dentro del rectángulo y marcadas con 

color rojo. 
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Figura 14. Células de cisticercos de la cepa ORF, DAPI+ en tres fases distintas 

del ciclo celular. 
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Figura 15. Células de cisticercos de la cepa WFU, DAPI+ en tres fases distintas del 

ciclo celular. 
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En resumen, los resultados de citometría utilizando los marcadores CFDA-SE y 

DAPI, permitieron identificar citones individuales a partir de los cisticercos 

macerados. Este es un resultado de gran interés considerando que se trata de un 

tejido sincicial que resulta después del tratamiento que aplicamos en la producción 

de fragmentos de los citones. En particular la tinción con DAPI permitió la 

diferenciación de las diferentes etapas del ciclo celular. Es concebible que la 

depuración de esta técnica permita realizar la separación de citones individuales por 

FACS con base en marcadores de la línea germinal que se hayan utilizado en otros 

platelmintos o también con EdU. Es necesario señalar que para desarrollar una línea 

celular estable también es necesario el establecimiento de condiciones de cultivo 

óptimas, así como la obtención de una suspensión celular limpia. Una gran parte de 

nuestras fracciones celulares obtenidas está conformada por corpúsculos 

calcáreos, lo que podría limitar la obtención de una línea celular germinal. 

 

VI.4 Cultivo de la suspensión celular obtenida de los cisticercos de Taenia 

crassiceps 

El tratamiento de los tejidos de cisticerco con EDTA-Tripsina permitió el aislamiento 

y cultivo de citones viables por hasta 14 días. La suspensión celular obtenida estuvo 

compuesta por numerosos fragmentos celulares, corpúsculos calcáreos y una gran 

cantidad de otras estructuras que no es posible diferenciar por su morfología. La 

mayoría de los citones obtenidos eran muy pequeños (1-2 µm) y poseían un núcleo 

grande y muy poco citoplasma. Para la obtención de la fracción celular de los 

cisticercos de ambas cepas se llevó a cabo un proceso de centrifugación diferencial. 

DDX4/VASA 

S
S

C
 

Figura 16. Citometría de flujo de la suspensión celular obtenida por 

aislamiento celular de los tejidos de los cisticercos WFU y ORF. A: ORF y 

B: WFU. Se muestran resultados de un experimento representativo. Azul: 

control sin teñir; Negro: anticuerpo secundario; Rojo: VASA+  

A B 
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Inicialmente, la fracción se centrifugó a 2,000 rpm durante 5 minutos para 

sedimentar la mayor parte de los corpúsculos calcáreos (Fig. 17). Posteriormente 

se llevó a cabo una centrifugación a 4,000 rpm que permitió obtener una población 

heterogénea de fragmentos, citones y unos pocos corpúsculos calcáreos (Fig. 18 

A). Posteriormente, esta fracción heterogénea fue cultivada in vitro por 14 días 

lográndose observar algunos agregados celulares (Fig. 18 B). En resumen, 

logramos establecer las condiciones para la disgregación y separación de citones 

de los cisticercos, sin embargo, no se logró mantener los cultivos por más tiempo 

debido a problemas de contaminación bacteriana. Asimismo, debido a las 

limitaciones sufridas durante el confinamiento por la pandemia, no fue posible llevar 

a cabo los experimentos con los cisticercos de la cepa WFU. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Corpúsculos calcáreos obtenidos por 

centrifugación del lisado del tejido de cisticerco de 

la cepa ORF a 2,000 rpm durante 5 minutos. 

Microscopía de campo claro, 40X.  (Escala 

aproximada 5 um)  

 



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI.5 Cariotipo de Taenia crassiceps 

La información genómica de diferentes platelmintos parásitos ha sido publicada 

recientemente y ha permitido conocer más a fondo las adaptaciones genéticas para 

sobrevivir dentro de sus hospederos [14, 62]. Para complementar la información 

genómica que se ha obtenido de T. crassiceps, se realizó un registro fotográfico de 

los cromosomas de células mitóticas que probablemente formen parte del sistema 

de citones proliferativos en el cisticerco de las cepas ORF y WFU. El único registro 

previo discute que la diferencia entre ambas cepas radica en una aneuploidía. 

Específicamente, se ha propuesto una nulisomía del par cromosómico II en la cepa 

ORF con respecto a la cepa KBS (la cual también puede ser considerada silvestre). 

De un total de 602 micrografías se pudo realizar un conteo de los cromosomas. Se 

hallaron diferentes “juegos cromosómicos” en el tegumento de ambas cepas y se 

determinó su frecuencia. A pesar de la variabilidad del número cromosómico, la 

moda siempre fue de 16 cromosomas como se había reportado antes, sin embargo, 

se pudieron hallar casos de 17 y 18 cromosomas en ambas cepas los cuales están 

Figura 18. Fracción celular obtenida de los cisticercos de Taenia crassiceps. 

Después de la eliminación de la mayor parte de los corpúsculos calcáreos, se llevó 

a cabo una centrifugación a 4.000 rpm. A) Fracción heterogénea formada por 

citones, diversos fragmentos celulares y una pequeña cantidad de corpúsculos 

calcáreos; B) Agregados celulares después de 14 días en cultivo. Microscopía de 

campo claro, 40x (Escala aproximada 5 μm) 

A) B) 
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representados por 2n=16, 2n+1=17 y 2n=18 (Figs. 19 y 20). En ninguna de las 

fotografías se observaron 14 cromosomas como se había descrito previamente. 

Debido al tamaño de los cromosomas de T. crassiceps solamente se pudo realizar 

el conteo y no la descripción morfológica de los cromosomas ya que son de un 

tamaño menor al que permite obtener una buena resolución mediante microscopía 

óptica y confocal. Solamente se logró completar el apareamiento en una célula con 

17 cromosomas, en la cual únicamente hace falta un integrante de uno de los pares 

(Fig. 21). No obstante, hacen falta experimentos para determinar si las 

observaciones realizadas por microscopia de epifluorescencia no son un artefacto 

debido a la manipulación del tejido y por la falta de resolución en las fotografías. 
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Figura 19. Micrografías 

representativas de los distintos 

números cromosómicos hallados en 

los cisticercos de la cepa ORF. Se 

pudieron observar tres juegos 

distintos de cromosomas en células 

mitóticas ubicadas en el tegumento.       

A) 2n=16, B) 2n+1=17 y C) 2n=18. 

Microscopía de epifluorescencia, 

100x. 

A) 

B) 

C) 
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Figura 20. Micrografías 

representativas de los distintos 

números cromosómicos hallados en 

los cisticercos de la cepa WFU. Se 

pudieron observar tres juegos 

distintos de cromosomas en células 

mitóticas ubicadas en el tegumento.       

A) 2n=16, B) 2n+1=17 y C) 2n=18. 

Microscopía de epifluorescencia, 

100x. 

A) 

B) 

C) 
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VI. Discusión 

Los platelmintos tienen una extraordinaria capacidad regenerativa debida a la 

abundante presencia de células troncales en sus tejidos. Desde hace varios siglos 

se conoce el ejemplo de las planarias que son capaces de regenerar porciones 

considerables del cuerpo y tejidos especializados [43]. En estos organismos, a las 

células troncales se les ha denominado células germinativas, que han sido 

caracterizadas principalmente en turbelários [3]. El interés por el estudio de la 

capacidad regenerativa de los platelmintos se ha extendido a la descripción de 

células multipotenciales en embriones, formas larvarias y en adultos, incluyendo 

algunos parásitos platelmintos, que han recibido considerable atención como 

Figura 21. Cromosomas mitóticos apareados de T. crassiceps. Se muestran los 

distintos pares de cromosomas visualizados bajo microscopía de fluorescencia en 

el tegumento de un cisticerco de la cepa ORF. Se distingue claramente la falta de 

un par cromosómico resultando en una ploidía de 2n+1=17. Microscopia de 

epifluorescencia, 100x  
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agentes causales de enfermedad [28, 29, 33, 37, 47, 65]. Se han utilizado como 

modelos experimentales para el estudio de la respuesta inmunológica, para el 

desarrollo de vacunas o tratamientos experimentales, entre otros temas. A pesar de 

que se había perdido el interés por el estudio de su biología básica, recientemente 

se ha retomado la experimentación en tremátodos, e incluso en céstodos para el 

aislamiento y descripción de las células germinativas o troncales [28, 29, 37, 47]. 

Las principales técnicas para el estudio de los sistemas de regeneración se basan 

en la eliminación de células replicativas por medio de irradiación, cultivo con 

hidroxiurea o silenciamiento de genes asociados al fenotipo germinal. Además, se 

han utilizado marcadores de replicación como análogos de nucleótidos (v. gr. BrdU, 

EdU), sondas para hibridación (FISH) o citometría de flujo y más recientemente por 

scRNA-seq. Esto ha resultado en el establecimiento de líneas celulares capaces de 

regenerar larvas completas e infecciosas en Echinococcus granulosus y en 

Echinococcus multilocularis [1, 2, 15, 22, 59]. En nuestro grupo de investigación se 

ha decidido obtener una línea celular de T. crassiceps, para la experimentación in 

vitro. Es por ello que se ha realizado una revisión exhaustiva de los antecedentes 

donde se reportan células replicativas en el cisticerco o en el adulto y también en T. 

solium, ya que poseen características fisiológicas similares entre ambas especies.  

Los resultados de varios autores demuestran la presencia de células que incorporan 

los análogos de nucleótidos en la pared vesicular, en el cuello y en el escólex del 

cisticerco [37, 53, 65]. También se ha intentado realizar previamente la regeneración 

de un cisticerco completo de T. crassiceps mediante la inyección de agregados 

celulares en el peritoneo del ratón [61]. Estos antecedentes respaldan la idea de 

que T. crassiceps posee citones con capacidades del sistema germinal. Además de 

la incorporación de timidina tritiada, BrdU o EdU, se han propuesto marcadores de 

línea germinal como vasa, piwi o tudor los cuales se han empleado en otros 

platelmintos [40, 50, 56]. En T. crassiceps no existen reportes del empleo de 

marcadores de la línea germinal.  

En el presente proyecto de tesis se diseñó un plan de trabajo para abordar tres 

preguntas principales acerca de la biología básica de T. crassiceps: 

1.- ¿Dónde se encuentran las células replicativas en el tejido de cisticercos 

de las cepas WFU y ORF?  

2.- ¿Se pueden utilizar EdU, DAPI y DDX4/VASA como marcadores de 

células proliferativas y de línea germinal?  

3.- ¿Es posible desarrollar un procedimiento para el aislamiento y cultivo 

eficiente de células de la línea germinal?  

 



44 

 

La primera aproximación para demostrar la presencia y localización de células 

replicativas en el cisticerco de T. crassiceps consistió en la utilización de EdU. La 

incorporación de este análogo de timidina demostró que en el tejido del cisticerco 

existe una población de citones altamente replicativa (Figs. 8, 9, 10 y 11). La 

abundancia de la tinción con EdU en las gemas nacientes del cisticerco destacan la 

importancia las células replicativas en la reproducción asexual de la larva. Es 

probable que la localización de una población de células replicativas en esta región 

esté relacionada con la demanda biosintética del tejido para el desarrollo de una 

nueva larva. En la pared vesicular también se observó la incorporación de EdU, 

aunque en menor abundancia que en las gemas. La tinción en esta región puede 

ser debida a la presencia de una población de células progenitoras a partir de la 

cual se desarrollan varios tipos celulares, incluyendo los citones subtegumentales, 

que son abundantes en la pared vesicular. Este progenitor “multipotencial” podría 

estar involucrado en la reproducción asexual de la larva y también en el recambio 

constante de citones que conforman el tejido del cisticerco, como se ha descrito en 

otros platelmintos [4, 28, 29 y 47]. 

Estas primeras evidencias están respaldadas por los experimentos antes 

mencionados de incorporación de análogos radiactivos o de BrdU, que coinciden 

con la distribución del marcaje en el cuello, escólex y pared vesicular. En el caso de 

E. multilocularis, el cual es un céstodo filogenéticamente cercano con T. crassiceps 

y T. solium, se ha observado que las células que incorporan EdU están presentes 

en la capa germinal, a partir de la cual se desarrollan no solo las cápsulas hijas y 

los protoescólices, sino también los demás tipos celulares del quiste hidatídico [29]. 

Una vez confirmada la presencia y la localización de las células replicativas en el 

tejido del cisticerco, se procedió a utilizar vasa que es un marcador de línea germinal 

en planaria [50]. La proteína VASA es una helicasa de RNA que en el caso de los 

taénidos como T. crassiceps corresponde a una familia de genes conocida como 

pl10. En nuestro grupo se ha utilizado un anticuerpo dirigido a VASA de mamíferos 

que resultó en el reconocimiento de una proteína de aproximadamente 100 kDa, la 

cual se localizó en la musculatura de la zona subtegumental de la larva (Fig. 12 y 

13). El análisis reciente de espectrometría de masas llevado a cabo purificando la 

banda reconocida por los anticuerpos anti-VASA, confirmó que la proteína de 

alrededor de ~100 kDa no corresponde a la familia pl10 sino a paramiosina, que es 

una proteína de 110 kDa asociada funcionalmente al complejo actina-miosina en el 

músculo de los invertebrados; cuya función permite el mantenimiento del tono 

muscular sin gasto energético [63]. Su reconocimiento por el anticuerpo parece ser 

un resultado espurio y podría deberse a su capacidad para unir C1q que a su vez 

se une a la porción Fc de las inmunoglobulinas [30]. Por lo tanto, se debe descartar 

el uso de anticuerpos anti-DDX4/VASA para la identificación de células de línea 

germinal en cisticercos de T. crassiceps. 
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También se realizaron intentos para identificar poblaciones celulares en el tejido del 

cisticerco a través de citometría de flujo, haciendo uso de los marcadores 

fluorescentes CFDA-SE y DAPI. El primero permite un marcaje intracelular mediante 

su unión a residuos amino de diversas proteínas, mientras que el segundo permite 

la visualización de DNA. El marcaje con CFDA-SE resultó en la separación parcial 

de poblaciones celulares heterogéneas del cisticerco (Fig. 14), sin permitir la 

separación de poblaciones específicas. Al respecto, se debe considerar que el tejido 

de la larva es un sincicio y por lo tanto este marcador puede incluir restos de tejido 

con tamaños similares a los citones. Es por ello que la utilidad de CFDA-SE es 

limitada y representa una opción poco eficiente para la separación de citones 

individuales. En contraste, el DAPI permitió la visualización de citones individuales 

en las tres fases del ciclo celular: G1, S, G2/M (Figs. 15 y 16). A pesar de que el 

DAPI permitió mejorar la separación de las poblaciones celulares, también se 

observó una gran cantidad de restos celulares o de fragmentos de tejido. Para 

futuros experimentos de citometría de flujo se requiere adaptar una metodología 

adicional que permita “limpiar” la suspensión celular de escombros y de esta manera 

enriquecer el número de citones totales. Como estrategia adicional para observar 

las poblaciones germinales del cisticerco, se había utilizado el marcaje con el 

anticuerpo contra DDX4/VASA, dando como resultado una fracción poco numerosa 

de eventos positivos a este marcador (Fig. 17). Esto probablemente se deba a que 

el anticuerpo reconoce la musculatura del cisticerco, como se demostró antes (Figs. 

12 y 13). 

Después de haber estudiado las poblaciones de células replicativas mediante el 

marcaje con EdU, DDX4/VASA, CFDA-SE y DAPI, se intentó realizar cultivos 

celulares a partir de los macerados de cisticercos. Las suspensiones celulares 

obtenidas permitieron el mantenimiento del cultivo hasta por 14 días. Este resultado 

es alentador ya que sugiere que las condiciones de cultivo empleadas son 

razonablemente adecuadas. Los agregados celulares resultantes no se 

mantuvieron durante más tiempo por problemas de contaminación, sin embargo, 

fueron muy parecidos a los obtenidos previamente [61]. Estos agregados 

probablemente son una mezcla de citones y de fragmentos tisulares resultantes de 

la maceración del tejido. Asimismo, se obtuvo una gran proporción de corpúsculos 

calcáreos en la suspensión celular, por lo que la pureza de los citones que se 

obtuvieron no fue óptima. Se necesitará eliminar del macerado obtenido a los 

corpúsculos calcáreos en experimentos futuros, que van más allá del alcance de 

esta tesis de licenciatura para implementar un método de selección más eficiente 

de las células proliferativas del cisticerco. Cabe mencionar que el desarrollo de este 

proyecto de tesis está planeado como una etapa inicial de mi formación como 

investigador que será continuado durante mis estudios de posgrado. 
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Como parte de mi estancia en este grupo para realizar la tesis de licenciatura tuve 

también la oportunidad de participar en el equipo que elucidó el genoma de las 

cepas WFU y ORF de T. crassiceps. Ambas cepas han sido ampliamente utilizadas 

como sistemas modelo para el estudio de una diversidad de aspectos de la 

cisticercosis que se describieron en la introducción. En particular, se ha debatido la 

idea de que la cepa ORF perdió la capacidad de formar el escólex debido a un 

evento genómico catastrófico; se ha propuesto que esta cepa perdió el par II 

cromosómico, resultando en una variante aneuploide. Sin embargo, durante el 

desarrollo del proyecto de caracterización genómica quedó claro que las diferencias 

entre ambas cepas son mínimas, lo que indica que la cepa ORF no perdió un par 

cromosómico. Para confirmar este hallazgo se decidió llevar a cabo la determinación 

del cariotipo de WFU y ORF. Por consiguiente, en la presente tesis se describe 

también la metodología y los resultados de la caracterización de los cariotipos. 

La incubación de las larvas con colchicina nos permitió observar figuras mitóticas 

en el tejido. Las micrografías obtenidas representan pruebas de la presencia de 

células mitóticamente activas que pueden formar parte del sistema germinal en el 

cisticerco (Figs. 20 y 21). También se contabilizaron los cromosomas encontrados 

en cada una de las cepas por la técnica de dispersión de cromosomas (chromosome 

spreading) en el contexto del tejido completo (Tabla 2). Se encontraron en ambas 

cepas células con 16, 17 y 18 cromosomas, representados por las ploidías 2n o 

2n+1, en ambas cepas (ORF y WFU). Una posible explicación de este hallazgo es 

que el número cromosómico de T. crassiceps sea variable, como se ha reportado 

en distintos platelmintos parásitos [58], específicamente en céstodos. Otra hipótesis 

es que T. crassiceps posea cromosomas B, los cuales son fragmentos que se han 

separado de las cromátides originales con algunos genes [57]. Los cromosomas B 

pueden estar presentes con una frecuencia de entre 1 a 10 fragmentos extra y por 

lo tanto afectan la ploidía observada del organismo cuando se realiza el conteo por 

microscopía. Cualquiera de las dos hipótesis están sujetas a comprobación. Sin 

embargo, para los objetivos de los proyectos genómicos, lo que vale la pena resaltar 

es que no se observaron diferencias en los cariotipos de ambas cepas. Cabe 

destacar, que a pesar de que se han publicado diferentes reportes sobre el cariotipo 

de una misma especie de céstodo, no siempre coinciden las ploidías observadas. 

Hasta el momento no hay más publicaciones que indaguen en este fenómeno 

acerca de la variabilidad de los cariotipos en platelmintos parásitos, específicamente 

en céstodos. Las micrografías obtenidas de las células replicativas marcadas con 

EdU en el tejido del cisticerco de T. crassiceps sugieren la existencia de una 

población o poblaciones de citones involucradas en el constante recambio celular 

del tejido. Por ello, la búsqueda de marcadores de la línea germinal, como se 

planteó originalmente, se mantiene como un objetivo válido, que pretendo abordar 

durante mi proyecto de posgrado.  
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En resumen, los resultados aquí descritos tienen una gran similitud con otros 

obtenidos previamente en T. crassiceps mediante la incorporación de BrdU, que 

demostraron una incorporación similar a los ensayos realizados con EdU en el tejido 

larvario. Esto permitió describir a detalle la localización de esta población replicativa 

en las gemas nacientes y en las ventosas del escólex, así como en otros 

organismos, incluyendo la larva de E. multilocularis que tiene tipos celulares 

similares también identificados mediante incorporación de EdU o mediante la 

depleción de esta población celular por métodos químicos (hidroxiurea). Asimismo, 

nuestros resultados son similares a los descritos para las formas adultas de T. 

solium, H. diminuta y M. corti. Además, como se detalló arriba, se descarta el uso 

de anticuerpos específicos para el marcador vasa de mamíferos. Finalmente, los 

resultados de la caracterización cariotípica demostraron que no hay diferencias en 

el número cromosómico entre las cepas WFU y ORF; similarmente a lo observado 

en otros organismos céstodos. 

 

VII. Conclusiones 

 

- Se logró identificar citones replicativos mediante la incorporación de EdU en 

las larvas pertenecientes a las cepas WFU y ORF de T. crassiceps y se 

describieron sus diferencias con respecto al órgano de sujeción y el polo de 

gemación. 

 

- Se determinó la localización de las células positivas a DDX4/VASA en cortes 

histológicos y en la larva completa, determinando que el marcaje ocurre en 

la musculatura del cisticerco. Estos hallazgos descartan la utilidad de esta 

proteína como marcador de células germinativas. 

 

- Se visualizaron las poblaciones celulares del cisticerco mediante citometría 

de flujo, utilizando marcadores como CFDA-SE y DAPI, que permitió 

identificar citones en diferentes fases del ciclo celular (G1, S y G2/M). 

 

- Se aislaron y se mantuvieron in vitro los citones aislados del tejido del 

cisticerco de T. crassiceps durante 14 días y se logró la formación de 

agregados. 

 

- Finalmente se visualizaron los cromosomas de T. crassiceps, tanto en la 

cepa silvestre (WFU) y en la cepa mutante (ORF) y se determinó la 

frecuencia de los distintos juegos cromosómicos encontrados en las distintas 

células replicativas que se localizan en el tegumento del cisticerco. 
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Estos hallazgos son de utilidad para futuros esfuerzos de establecer una línea de 

células germinativas del cisticerco de Taenia crassiceps.  
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