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RESUMEN 

 

La taeniosis y cisticercosis por Taenia solium son un problema de salud pública 

tanto en México como en otros países en vías de desarrollo. La cisticercosis 

provocada por el estadio larval de este parásito es una enfermedad que provoca 

severos problemas de salud, en especial cuando el cisticerco se aloja en el 

sistema nervioso central (SNC); además la neurocisticercosis también se relaciona 

con problemas de tipo económico y social. Por otro lado, a pesar que la taeniosis 

no es considerada un padecimiento grave debido a la sintomatología leve con que 

se presenta la enfermedad, los individuos portadores del parásito constituyen un 

riesgo para la adquisición de la cisticercosis y la culminación del ciclo del parásito. 

A pesar de los esfuerzos que se han hecho en cuestiones de educación, 

vacunación e investigación, la enfermedad aun prevalece, por lo que se siguen 

buscando formas de romper el ciclo de vida del parásito y así erradicar la 

enfermedad y los problemas que conlleva.   

 

La lactato deshidrogenasa es una enzima que participa en el metabolismo 

energético del parásito, encargada de la conversión del piruvato proveniente de la 

glucólisis a lactato, así como de la reacción inversa. Dado que el céstodo depende 

principalmente de esta vía para la obtención de su energía, la inhibición de la 

misma llevaría a la muerte del parásito. 

 

En el presente trabajo se logró aislar y caracterizar el ADNc que codifica para la 

lactato deshidrogenasa de T. solium. La secuencia muestra un marco de lectura 

de 1189pb que codifica para una proteína de 355 aminoácidos. Se identificaron los 

sitios clásicos de inicio y término de la secuencia, así como el sitio clásico de 

poliadenilación. Asimismo se identificaron varios residuos relacionados con el sitio 

de unión al sustrato, del sitio de unión a la coenzima y de la interfase del 

tetrámero. Al comparar la secuencia con aquellas de otros organismos se 

encontraron altos porcentajes de identidad con las mismas. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Taenia solium 

La taeniosis y la cisticercosis humana, son enfermedades causadas por los 

distintos estadios del helminto Taenia solium. La taeniosis es la infección 

producida por el estadio adulto del parásito y se da cuando el ser humano ingiere 

carne de cerdo infectada con cisticercos; no es considerada una parasitosis grave 

ya que suele ser asintomática o de síntomas leves. En contraste, el estadio 

larvario de éste organismo es el causante de la cisticercosis en humanos y cerdos, 

cuya infección se da por la ingestión accidental de los huevos del parásito en 

alimentos contaminados (frutas, verduras o agua), o bien, vía ano-mano-boca 

(autoinfección), siendo un problema de salud pública en México y otros países en 

vías de desarrollo. El cisticerco suele alojarse en el sistema nervioso central (SNC) 

y puede desarrollar una sintomatología más severa: dolores de cabeza, 

convulsiones, cuadros de epilepsia, hidrocefalia, demencia y hasta la muerte 

(Carpio, 2002; Meza-Lucas et al., 2002; Flisser, 2004; Willms et al., 2006). 

 

 

 

Figura 1- Micrografía electrónica del escólex del parásito adulto Taenia solium.  Se observa la 

doble hilera de ganchos, así como sus ventosas con las que se adhiere a la mucosa intestinal.  

Tomada de: http://www.facmed.unam.mx/deptos/salud/periodico/cyt/img/02.jpg 
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1.2. Ciclo de vida de Taenia solium (Linnaeus, 1758) 

Taenia solium en su estadio adulto es un gusano plano de color blanquecino, que 

mide de dos a cuatro metros, vive anclado en el intestino delgado del hombre, su 

hospedero definitivo, por medio de un escólex formado por cuatro ventosas y un 

rostelo con una doble corona de ganchos (Fig. 1). El estróbilo o cuerpo del gusano 

crece a partir del cuello del parásito y está conformado por una serie de 

segmentos llamados proglótidos, los proglótidos inmaduros son los más cercanos 

al cuello, le siguen los proglótidos maduros que presentan órganos sexuales 

diferenciados y luego los grávidos que se encuentran hacia la parte distal del 

organismo. Cada proglótido grávido contiene alrededor de 50,000 huevos; estos 

proglótidos generalmente se desprenden en cadenas cortas y son eliminadas en 

las heces del portador. 

 

Los huevos son esféricos y miden de 30-45um, están conformados por una serie 

de membranas que cubren al embrióforo (cubierta que protege a la oncósfera o 

embrión). Este embrión presenta tres pares de ganchos por lo que es denominado 

embrión hexacanto. Estos huevos son generalmente ingeridos por el cerdo, que 

debido a sus hábitos coprófagos actúa como hospedero intermediario natural; una 

vez en el tubo digestivo el embrióforo se disgrega y los embriones son activados 

por acción de las enzimas y sales biliares del hospedero, se fijan en el intestino 

para liberar enzimas proteolíticas que les ayudan a atravesar la pared intestinal, 

para así, por medio de los capilares sanguíneos y linfáticos lograr distribuirse a 

músculos y distintos órganos, donde continúan su desarrollo hasta convertirse en 

cisticercos. Los cisticercos son vesículas semitransparentes llenas de líquido que 

miden de 1-2cm con un escólex invaginado.   

  

El ciclo se completa cuando el humano ingiere cisticercos viables a partir de carne 

de cerdo cruda o mal cocida, entonces el escólex por acción enzimática y biliar 

evagina y se ancla a la pared intestinal con sus ganchos y ventosas, donde 

empieza a desarrollarse a parásito adulto. El humano también puede infectarse 

por la ingestión de huevos del parásito provenientes de un individuo con taeniosis, 
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dando lugar a la cisticercosis/neurocisticercosis humana (NC) (Carpio, 2002; 

Meza-Lucas et al., 2002; García et al., 2003; Flisser et al., 2006a; Willms et al., 

2006) (Fig. 2). 

 

 

 

Figura 2- Ciclo de vida de Taenia solium.  (1) Al ingerir carne contaminada mal cocida con 

cisticercos, el ser humano se infecta y desarrolla el gusano adulto.  (2) Los proglótidos o huevos 

pasan al entorno por medio de las heces del portador.  (3) Los cerdos o humanos ingieren los 

huevos en agua o alimentos contaminados, o bien por autoinfección.  Los cisticercos se desarrollan 

en tejido muscular del cerdo (4a), o en distintos tejidos del ser humano, tales como el cerebro (4b), 

ojo o músculo esquelético.  Tomada y modificada de:         

http://www.aafp.org/afp/20070701/afp20070701p92-f1.jpg 

 

 

1.3. Epidemiología 

Este parásito se encuentra distribuido en Brasil, Colombia, Ecuador, Guatemala, 

México, Perú, India, China, Nueva Guinea, África del Sur, África Occidental, 

Madagascar y Zimbabwe, y por la inmigración y el turismo se ha dispersado a 

Estados Unidos, Canadá, Inglaterra, Kuwait, Portugal, España y Australia. En 

aquellos países donde la enfermedad prevalece, el 70% de los pacientes 

presentan epilepsia, síntoma asociado a la NC (Flisser et al., 2006b). Tanto en 

México como en otros países se carece de datos estadísticos reales para la 
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población humana y porcina afectada, ya que a pesar que existen los métodos 

para realizar un diagnóstico adecuado, otros factores tales como la infraestructura, 

factores sociales y económicos impiden un censo completo y fiable para toda la 

población, de manera que solo existen valores estimados que provienen de 

estudios epidemiológicos, hospitalarios y necropsias documentadas en algunas 

zonas del país (Sarti, 1997).  

 

1.4. Cuadro clínico y diagnóstico 

1.4.1. Taeniosis 

La taeniosis es una enfermedad básicamente asintomática y, en caso de 

presentarse síntomas, estos consisten principalmente en malestar abdominal, 

flatulencia, pérdida de peso y otras afecciones gastrointestinales poco severas, 

por lo mismo, las personas infectadas no suelen buscar asistencia médica, sin 

embargo la identificación del adulto de Taenia solium es importante debido al 

riesgo que existe de que los portadores propaguen la infección causando la 

cisticercosis a humanos y cerdos. El principal método de identificación de la 

taeniosis es la coproparasitoscopía, que consiste en el análisis de las heces del 

paciente por observación directa o con ayuda de un microscopio en busca de 

huevos o proglótidos del parásito; son técnicas baratas y simples, sin embargo 

carecen de sensibilidad y especificidad y se necesita de personas con experiencia. 

Por lo mismo, se ha desarrollado un ensayo en el que se detectan por ELISA 

coproantígenos del gusano adulto, éste es un método más preciso y sensible que 

detecta antígenos de la tenia en muestras fecales, demostrando así la presencia 

del parásito sin especificar la especie. Recientemente se han descrito distintos 

ensayos basados en ADN para poder distinguir entre las infecciones causadas por 

T. solium y por T. saginata (Sarti, 1997; Carpio, 2002; García, 2003; Flisser et al., 

2006a;  Flisser et al., 2006b; García et al., 2007). 

 

1.4.2. Cisticercosis humana 

En la cisticercosis humana las manifestaciones clínicas dependen del órgano 

afectado y de la localización del parásito. Fuera del sistema nervioso central los 
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cisticercos no provocan síntomas importantes, la cisticercosis subcutánea se 

presenta como pequeños nódulos indoloros y móviles que se encuentran con 

frecuencia en los brazos o en el pecho, que tras unos meses presentan hinchazón, 

e inflamación y luego desaparecen gradualmente. El diagnóstico se realiza por 

medio de una biopsia o con citología de aguja. Por otro lado, la cisticercosis 

muscular generalmente se encuentra más bien por casualidad al realizar 

radiografías en donde se observan calcificaciones con forma elipsoidal o de punto, 

sin embargo cuando hay muchos parásitos puede haber aumento de la masa 

muscular (pseudohipertrofía muscular). La cisticercosis oftálmica es mucho menos 

común que la NC, es el parásito intraorbital más común y puede generar daños a 

la vista.  Para diagnosticarlo se utiliza una ultrasonografía orbital, que es un 

método inocuo de diagnóstico (Sarti, 1997; García, 2003). En el caso de la 

cisticercosis en corazón, se trata de un padecimiento extremadamente raro que 

puede aparecer en casos de infección masiva, suele ser asintomático por lo que 

es difícil realizar un diagnóstico, su importancia reside en el riesgo que existe que 

el parásito bloquee el flujo sanguíneo. Para obtener un diagnóstico patológico se 

requeriría una biopsia de corazón o un ecocardiograma, que es recomendable en 

pacientes con cisticercosis diseminada (Cutrone, 1995; García, 2003; Bhalla et al., 

2008). 

 

1.4.3. Neurocisticercosis humana (NC) 

La NC se da cuando el parásito infecta el sistema nervioso central; tras entrar a 

este los cisticercos producen pocos cambios inflamatorios en los tejidos cercanos 

por lo que el cisticerco se queda allí alojado por largos periodos de tiempo para 

después degenerarse, lo cual está asociado a inflamación mediada por el sistema 

inmune. Los síntomas y manifestaciones clínicas no son específicos, dependen 

del número, tamaño y localización de los parásitos, siendo los ataques epilépticos 

y crisis convulsivas los síntomas más comunes. También pueden presentarse 

dolores de cabeza, hipertensión intracraneal, problemas motrices, hidrocefalia o 

bien ser asintomática. Cuando los cisticercos bloquean la circulación del líquido 

cefalorraquídeo o cuando se desarrollan en posición subaracnoidea basal y 
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generan una reacción inflamatoria que atrapa vasos y nervios, puede ser una 

enfermedad fatal. Cabe resaltar que los cisticercos alojados en el parénquima 

cerebral generan crisis convulsivas en el 70% de los casos (Carpio, 2002, García, 

2003; Flisser, 2004; Fleury et al., 2006; Flisser et al., 2006b; García et al., 2007). 

Para su diagnóstico se realizan estudios de neuroimagen (tomografía 

computarizada y resonancia magnética), histopatologías (búsqueda de eosinófilos 

en el fluido cerebroespinal), ensayos serológicos, inmunoelectrotransferencia (IET) 

y ELISA; estos dos últimos son ensayos inmunoenzimáticos que detectan 

anticuerpos contra el parásito o antígenos parasitarios en suero y líquido 

cefalorraquídeo. Uno de los métodos más utilizados por su gran especificidad y 

sensibilidad es el desarrollado por Tsang et al (1989, 1991), en el que se detecta 

en una fracción glicoproteíca del parásito varios antígenos específicos del 

cisticerco (Carpio, 2002, García, 2003; Flisser, 2004; Fleury et al., 2006; Flisser et 

al., 2006b; García et al., 2007). 

 

1.5. Tratamiento / Fármacos antihelmínticos  

Los principales fármacos que se utilizan para el tratamiento de estas 

enfermedades son el praziquantel o el albendazol. El tratamiento de la NC es muy 

variable, debido a que hay que tomar en cuenta la viabilidad, número, localización 

y tamaño de los parásitos, así como la intensidad de la reacción inflamatoria y el 

estado clínico del paciente, pues el tratamiento puede ser con antiparasitarios, 

sintomático o quirúrgico. En el caso del tratamiento con antiparasitarios, los 

fármacos más utilizados son el albendazol y el praziquantel; el primero actúa 

inhibiendo la polimerización de microtúbulos e inhibiendo la captación de glucosa 

por la membrana parasitaria provocando en el parásito un agotamiento energético, 

no presenta efectos secundarios graves y no tiene metabolismo hepático. Por otro 

lado, el praziquantel parece actuar dañando el tegumento del parásito con lo que 

ocasiona una parálisis espástica del escólex, su metabolismo es hepático. El 

principal problema con el uso de estos fármacos es el incremento en la reacción 

de inflamación en el SNC debido a la destrucción de los cisticercos, por lo que 

estos tratamientos van acompañados por corticosteroides para disminuir esta 
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reacción. Para el tratamiento sintomático se pueden utilizar antiepilépticos, 

analgésicos, corticoesteroides, dependiendo de la localización del parásito y la 

sintomatología del paciente. Finalmente, el tratamiento quirúrgico casi no se utiliza 

en la actualidad debido a la eficacia de los fármacos, sin embargo se puede 

recurrir a una cirugía en casos muy particulares que la requieran (Sarti, 1997; 

Sciutto, 2000; Carpio, 2002; García, 2003; Fleury et al., 2006). 

 

Recientemente ha surgido una creciente preocupación por el potencial problema 

de la resistencia a antihelmínticos (RA) y, aunque no se ha reportado claramente 

en helmintos humanos, existen muchos ejemplos de RA en ganado, de hecho, 

actualmente la RA es el principal problema para el tratamiento de enfermedades 

por helmintos en la crianza de ganado bovino en Australia, Sudáfrica y 

Sudamérica. Se han reportado ya algunos posibles casos de RA en nemátodos 

que afectan humanos (van Wyk et al., 1997; Waller, 1997; Geerts et al., 2000; 

Jackson et al., 2000). 

 

1.6. Conclusiones sobre la taeniosis y la cisticercosis 

Taenia solium se encuentra ampliamente distribuida en Latinoamérica, Asia y 

África y es un problema tanto de salud pública como económico. La prevalencia y 

transmisión de estas dos enfermedades depende del vínculo entre el ser humano 

y el cerdo. Se asocia principalmente a medidas higiénicas y sanitarias deficientes, 

ignorancia,  pobreza, métodos primitivos de crianza, falta de inspección y control 

de calidad de la carne (Sarti, 1997; Flisser et al., 2006a; Willms et al., 2006). El 

hecho de que el ser humano es el hospedero definitivo de T. solium, el que su 

hospedero accidental (el cerdo) puede ser controlado, aunado a que no se 

conocen reservorios silvestres y, tomando en cuenta la actual eficacia de los 

tratamientos antiparasitarios contra la taeniosis, nos hace ver que son muchas las 

ventajas que facilitan el control o eliminación de las infecciones provocadas por 

este parásito (Sarti, 1997). Se han evaluado los tratamientos masivos para 

eliminar a los posibles portadores del parásito adulto con praziquantel o 

niclosamidas (Cruz et al., 1989; Sarti et al., 2000). Se ha intentado mejorar las 
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condiciones para la crianza de los cerdos y la infraestructura (Vázquez-Flores et 

al., 2001), se han implementado estándares de inspección y una adecuada 

eliminación de la carne de cerdo infectada y se ha intentado educar sobre el tema 

(Sarti, 1997). Otra opción es la vacunación del hospedero intermediario de T. 

solium: el cerdo, para remover la fuente de infección al ser humano y a la vez 

evitar nuevos casos de cisticercosis; se ha visto en otras especies que son 

infectadas por tenias que se puede adquirir protección contra la cisticercosis por 

medio de la vacunación. Para esto se han desarrollado vacunas a partir de 

extractos de cisticercos, vacunas que utilizan proteínas recombinantes de 

antígenos de T. solium, como la de la paramiosina, el antígeno KETc7 

(Manoutcharian et al., 1996; Flisser et al., 2006a y b; Lightowlers, 2006,), que han 

mostrado tener altos niveles de protección contra la cisticercosis en cerdos (Cruz-

Revilla et al., 2000). Asimismo KETc7 ha sido clonado en el plásmido para 

desarrollar vacunas de ADN, concluyendo que las vacunas de ADN intrahepáticas 

pueden inducir altos niveles de protección en ausencia de una respuesta inmune 

específica (Cruz-Revilla et al., 2006). 
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1. Metabolismo energético de helmintos 

Una de las características más sobresalientes del metabolismo energético de 

helmintos es la coexistencia de la fermentación y de la respiración aeróbica 

durante las distintas etapas del ciclo de vida del parásito, durante las cuales se 

tiene que adaptar a las distintas condiciones de su entorno. En general, los 

parásitos con estadios de vida libre presentan un metabolismo aerobio, mientras 

que los de estadios parasitarios tienen un metabolismo anaerobio, sin embargo, a 

diferencia de la anaerobiosis temporal que presentan otros parásitos, los helmintos 

parásitos pueden presentar un metabolismo prácticamente  anaerobio. La principal 

fuente de energía de los helmintos parásitos es la glucosa, aunque pueden 

metabolizar algunos otros carbohidratos o aminoácidos; estos organismos 

incorporan grandes cantidades de glucosa que almacenan en forma de glicógeno 

citoplasmático (Tielens, 1994; Willms et al., 2005).  

 

En el caso de la degradación de sustratos en helmintos parásitos adultos, la 

glucosa y el glicógeno son degradados a fosfoenolpiruvato por vía de la glucólisis, 

tras lo cual, bajo condiciones de anaerobiosis, se pueden seguir dos caminos para 

el subsecuente catabolismo del fosfoenolpiruvato: (a) es transformado a piruvato 

finalizando el ciclo glicolítico, que es posteriormente reducido a lactato por la 

lactato deshidrogenasa, o bien, (b) es reducido a malato por la vía de la 

dismutación del malato (Tielens et al., 1993; Tielens, 1994) (Fig. 3). 

 

2.1.1. Glucólisis 

(a) La glucólisis consiste en la degradación de una molécula de glucosa de seis 

carbonos, la cual es convertida en dos moléculas de piruvato, ATP y NADH como 

producto a partir de una serie de diez reacciones enzimáticas: las cinco primeras 

reacciones son de preparación, se invierten dos ATP y la glucosa es convertida en 

dos moléculas de tres carbonos (gliceraldehído 3-fosfato): En primer lugar (1) la 

glucosa se fosforila en el grupo hidroxilo del C6, (2) luego la D-glucosa 6-fosfato 
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se converte en D-fructuosa 6-fosfato, (3) que es nuevamente fosforilada esta vez 

en el C1 para dar lugar a la D-fructuosa 1,6-bifosfato, en ambas fosforilaciones el 

donante del grupo fosfato es el ATP. (4) Posteriormente la fructosa 1,6-bifosfato es 

divida en dos moléculas de tres C: dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehído 3-

fosfato, (5) finalmente la dihidroxiacetona fosfato es isomerizada en otra molécula 

de gliceraldehído 3-fosfato. La siguiente fase es la de recuperación de los dos ATP 

invertidos en la primera fase de la vía, además se generan dos ATP de ganancia y 

las dos moléculas de tres carbonos se convierten en piruvato. (6) Ambas 

moléculas de gliceraldehído 3-fosfato se oxidan y fosforilan por un fosfato 

inorgánico para formar 1,3-bifosfoglicerato, (7) que es transformado en 3-

fosfoglicerato, (8) luego en 2-fosfoglicerato, después en (9) fosfoenolpiruvato, y 

finalmente (10) a piruvato. En esta última fase se generan cuatro ATP (dos para 

reponer los utilizados en la primera fase de la vía, y dos más de ganancia 

energética). El piruvato producto de esta vía se convierte a lactato en el proceso 

de fermentación láctica (Lehninger, 2004) (Fig. 3). 

 

2.1.2. Dismutación del malato 

(b) En esta vía, los carbohidratos son degradados a fosfoenolpiruvato (PEP) 

siguiendo la misma vía de la glucólisis, para posteriormente ser carboxilado por la 

PEPCK para formar oxalacetato, que es subsecuentemente reducido a malato por 

la malato deshidrogenasa citosólica. Esta parte ocurre en el citosol y también 

genera dos moléculas de ATP por molécula de glucosa. Posteriormente, el malato 

es transportado al interior de la mitocondria para seguir siendo degradado. Parte 

del malato se oxida a acetato y otra parte se reduce a succinato, que es excretado 

por el organismo; muchos otros helmintos metabolizan el succinato hasta 

propionato, el cual es excretado. Esta vía de la dismutación del malato se 

encuentra en equilibrio cuando se produce el doble de propionato que de acetato. 

En esta vía se generan otras tres moléculas de ATP, que sumadas a las dos 

generadas durante los pasos de la glucólisis, nos da un total de cinco ATP por 

molécula de glucosa. De igual manera, gracias a la oxidación del malato se 

obtienen también dos moléculas mas de NADH, mientras que cuando se reduce, 
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se obtiene solo una de NAD+ (Tielens et al., 1993; Tielens, 1994; Öztop et al., 

1999) (Fig. 3). 

 

2.2. Metabolismo de T. solium 

Taenia solium carece de un tubo digestivo, de manera que la absorción de 

nutrientes y el desecho de sustancias lleva a cabo a través del tegumento del 

parásito.  El gusano cuenta también con unos grandes sacos citoplasmáticos con 

glicógeno en el tejido del cuello y el escólex que van disminuyendo en tamaño y 

número conforme el estróbilo se desarrolla. Dado que el parásito adulto habita en 

el intestino delgado en un ambiente con poco oxígeno disponible, éste utiliza 

principalmente la vía de la glucólisis para degradar sustratos, sin embargo, 

también puede realizar la catálisis por vía de la dismutación del malato. El 

cisticerco a su vez, se encuentra cubierto por un tegumento y obtiene sus 

nutrientes y los excreta por difusión facilitada a través de la pared vesicular; tiene 

un metabolismo energético similar al de otros helmintos, incluyendo la glucólisis 

anaeróbica, glucólisis aeróbica, así como el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

parcialmente invertido. Conforme la larva va madurando, se incrementa 

gradualmente el metabolismo energético, mientras que la producción de lactato 

declina (Gao et al., 2004; Willms, 2005).  
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Figura 3- Muestran las dos vías de degradación de carbohidratos en helmintos, las flechas blancas señalan la 

vía glicolítica, mientras que las flechas negras señalan la vía de la dismutación del malato.  Abreviaciones: 

AcCoA, Acetil-CoA; CITR, citrato; FBP, fructosa-1,6-bisfosfato; F6P, fructosa-6-fosfato; FRD, fumarato 

reductasa; FUM, fumarato; G6P, glucosa 6-fosfato, HK, hexokinasa; LDH, lactato deshidrogenasa; MAL, 

malato; Methylmal-CoA, metilmalonil-CoA; ME, enzima málica; 2OG, 2-oxoglutarato; OXAC, oxalacetato; PEP, 

fosfoenolpiruvato; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxicinasa; PFK, fosfofructokinasa; PK, piruvato kinasa; 

PROP, propionato; Prop-CoA, propionil-CoA; PYR, piruvato; SDH, succinato dehidrogenasa; SUCC, 

succinato; Succ-CoA, succinil-CoA. Tomada de Springer (http://parasitology.informatik.uni-

wuerzburg.de/login/b/me12008.png.php) 

Neevia docConverter 5.1



2.3. Lactato Deshidrogenasa 

La lactato deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27) es una enzima que pertenece a la 

categoría de las oxidorreductasas, las cuales se hallan ampliamente distribuidas 

en bacterias y eucariotas en el citosol y/o mitocondrias. La LDH de los 

Apicomplexa es similar a su malato deshidrogenasa (MDH), ambas enzimas se 

complementan y están involucradas en el metabolismo energético anaerobio, lo 

cual indica que si las dos enzimas se inhiben resultaría en la muerte del parásito 

por agotamiento energético (Choi et al., 2007). La LDH se encuentra involucrada 

en el último paso del ciclo glicolítico: bajo condiciones anaeróbicas el piruvato 

producto de la glucólisis es reducido a lactato gracias a la oxidación de NADH 

(producido en la reacción del gliceraldehído-3-fosfato de la glucólisis) a NAD+. 

Esta reacción es llevada a cabo por la LDH y es necesaria para reestablecer el 

NAD+ pues es el sustrato necesario para que la G3PDH lleve a cabo su reacción, y 

sin el cual la glucólisis se detendría. La reacción se da de la siguiente manera: el 

hidrógeno del C4 del NADH es transferido al C2 del piruvato para formar lactato, 

regenerando NAD+, el ion hidronio se transfiere también al C2 del piruvato. Esta 

enzima también cataliza la reacción inversa, convirtiendo el lactato a piruvato por 

transferencia directa de un ion hidronio del C2 del lactato al C4 del anillo 

nicotinamida del NAD+ (Garret, et al., 1999; Voet, 1995; King, 2008) (Fig. 4).   

 

 

 

Figura 4- Reacción que cataliza la LDH. 
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La LDH es un tetrámero de alrededor de 140kDa formado por subunidades de 

igual peso molecular (36kDa). En vertebrados se ha visto que estas subunidades o 

cadenas polipeptídicas existen en tres variedades electroforéticas distintas que 

han sido designadas como subunidades A y B, adicionalmente se ha descrito una 

tercera subunidad C que se encuentran bajo control genético independiente. Estas 

tres formas moleculares distintas (isoenzimas) se encuentran distribuidas en 

diferentes tejidos y en distintas proporciones dentro del organismo; a partir de la 

combinación de las subunidades A y B se forman cinco tetrámeros por todas las 

posibles asociaciones de estas dos subunidades, dando lugar a dos 

homotetrámeros inmunológicamente distintos y tres heterotetrámeros: LDH-1 = 

BBBB, LDH-2 = BBBA, LDH-3 = BBAA, LDH-4 = BAAA y LDH-5 = AAAA (Shaw et 

al., 1963; Tsuji, 1994; Urich, 1994). La LDH A es la más capacitada para realizar la 

reducción del piruvato en tejidos anaeróbicos (músculo), mientras que la LDH B es 

capaz de oxidar el lactato en tejidos aeróbicos (corazón). En el caso de la LDH C, 

su distribución en los tejidos varía entre organismos (general, hígado, ojo, 

testículos). Se cree que las distintas isoenzimas de la LDH surgieron a partir de un 

solo locus de LDH-A en Agnatha, ya que se ha visto las lampreas tienen una sola 

isoenzima de la LDH (Tsuji, 1994). En el caso de los invertebrados, la mayor parte 

de estos parece poseer una sola copia de LDH (Urich, 1994; Critescu et al., 2008), 

aunque se han reportado algunos eventos de duplicación del gen principalmente 

en algunos crustáceos como en el krill del norte Meganyctiphanes norvegica 

(Mulkiewicz, 2001), en la langosta Homarus americanus (Kaloustian, 1968) y en la 

pulga de agua Daphnia magna (Hebert, 1973), entre otros.  

 

Además de su papel en la glucólisis se han realizado diversos estudios que 

parecen indicar la posible participación de la LDH A en otros procesos, tales como 

la transcripción y replicación del ADN (Cattaneo et al., 1985; Grosse et al., 1986, 

Williams et al., 1985; Short et al., 1994; Kim et al., 2005). 

  

En cuanto a los efectos que tiene la enzima en el organismo, Prestch et al (1993) 

reporta que en casos de deficiencia de LDH en ratones se desencadena la 
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inhibición de la glucólisis, mientras que el piruvato se difunde fuera de la célula sin 

producir efectos deletéreos. Las concentraciones elevadas de gliceraldehído-3-

fosfato y fructuosa 1-6 difosfato indican un bloqueo del flujo metabólico en el paso 

de la GAPDH; las altas concentraciones de lactato en el plasma señalan una 

conversión deficiente de lactato a piruvato. En el ser humano ocurren reacciones 

similares ante una deficiencia de la enzima, se ha observado el flujo retardado de 

la glucólisis, así como una reducida producción de ATP en el músculo, elevadas 

concentraciones de piruvato y la concentración alterada de lactato en el plasma 

que después del trabajo isquémico llevan a la difusión del lactato fuera de la célula 

dando como resultado la muerte celular de los eritrocitos. Sin embargo, la gran 

pérdida de eritrocitos es compensada por el incremento de la eritropoyesis 

principalmente en el bazo y junto con el secuestro de eritrocitos provocan una 

esplenomegalia; ésto podría sugerir que la elevada eritropoyesis y el secuetro de 

eritrocitos también es responsable de la hepatomegalia encontrada en ratones 

homocigotos deficientes de LDH. Asimismo se ha observado un incremento en la 

actividad cardiopulmonar, que se denota en un aumento en el tamaño de estos 

órganos, lo cual sugiere que la reducida capacidad de transportar oxígeno en la 

sangre se ve compensada por un incremento en la función cardiaca y respiratoria. 

En el ser humano se pueden observar altos niveles de LDH en casos de ataque 

cardiaco, anemia hemolítica, hipotensión, mononucleosis infecciosa, isquemia 

intestinal, enfermedades hepáticas, lesiones musculares, distrofia muscular, 

pancreatitis, infarto pulmonar, apoplejía, cardiomiopatía isquémica, así como en 

enfermedades neuromusculares y distintos tipos de cáncer, por lo que es una 

enzima importante para el diagnóstico y monitorización de distintas enfermedades 

y padecimientos (Amador et al., 1963; Lab Tests Online et al., 2007). 

 

2.3.1. Catálisis 

Las subunidades cuentan con dos sitios dominios importantes: El sitio de unión a 

la coenzima (NAD+) que está altamente conservado en esta familia de enzimas, y 

un dominio catalítico que puede ser muy variable. Las principales diferencias en la 

estructura terciaria de la LDH no se dan entre especies ni entre isoenzimas, sino a 
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nivel de los cambios conformacionales que se dan durante la catálisis. Las 

distintas propiedades catalíticas de la LDH A y B surgen debido a las diferencias 

en los aminoácidos de las cadenas laterales que flanquean la estructura altamente 

conservada de la cadena principal del polipéptido (Steven, 1985; Eventoff, 1977).  

Cuando la enzima adquiere su estructura terciaria, se forma un “bolsillo” donde la 

LDH fija rápidamente a la coenzima antes de unir al sustrato, lo cual induce un 

cambio conformacional en el que el asa externa se cierra cubriendo el sitio activo, 

“atrapando” tanto al sustrato como a la coenzima en el sitio activo y así llevar a 

cabo la reacción de reducción (Fersht, 1980; Steven, 1985; Mi, 2002). El proceso 

catalítico involucra a la arginina 106, un aminoácido esencial cargado 

positivamente, que estabiliza el estado de transición de la reacción y disminuye la 

energía de activación. La carga positiva de la arginina polariza el enlace C=O del 

piruvato, permitiendo que la carga negativa del H del NADH ataque el C 

parcialmente cargado positivamente. Dada la conformación del sustrato al 

momento de unirse, la conformación de la proteína cambia de manera que este 

residuo es expuesto a los sustratos, piruvato y NADH (Haaker, s/a) (Fig. 5). 

 

 
 

Figura 5- Mecanismo enzimático de la LDH. Tomada de: http://etd.utmem.edu/World-

Access/ymi/figure1c-4page.htm 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

Taenia solium representa un grave problema de salud pública, económico y social 

en muchos países, incluido México. La neurocisticercosis es la enfermedad 

parasitaria más frecuente del SNC del ser humano y está asociada a un 

importante porcentaje de ataques epilépticos y convulsivos. Todo esto nos 

conduce a la búsqueda de  moléculas útiles para mejorar el diagnóstico, y para el 

desarrollo de vacunas y fármacos. Las enzimas relacionadas con las rutas 

metabólicas pueden ser un blanco para el cumplimiento de tales objetivos. 

 

La glucosa es un requerimiento importante para los céstodos: en el caso de 

Hymenolepis nana, Smyth y McManus (1989) observaron que en ausencia de 

glucosa, estos gusanos son expulsados o se desprenden de la mucosa intestinal, 

por lo cual las enzimas glicolíticas han sido propuestas como blanco potencial 

para el desarrollo de vacunas o inhibidores farmacológicos para el control de 

diversas parasitosis, principalmente aquellas que difieren de sus equivalentes en 

el hospedero. Dado que éste parasito depende principalmente de la vía glicolítica 

para la obtención de energía, la inhibición de la misma conduciría a la muerte del 

parásito. 

 

La LDH juega un papel muy importante en la glucólisis pues es una enzima clave 

para la generación de los sustratos que entraran al ciclo de ácidos tricarboxílicos o 

al ciclo de la dismutación del malato por lo que se esperaría que al inhibir o activar 

a la LDH se viera afectada la vía glicolítica, ya sea con la reducción parcial de la 

producción de energía del organismo debido a la falta de NAD+ que se requiere 

para la glucólisis, o bien por la acumulación de piruvato (provocando la expulsión 

del parásito del organismo).  

 

Dado que aún no se conoce el genoma de Taenia solium éste trabajo es 

importante pues la clonación del ADNc que codifica para la LDH no ha sido 

reportada anteriormente para este organismo. 
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IV. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general: 

 

• Aislar y caracterizar el ADN complementario (ADNc) que codifica para la 

Lactato deshidrogenasa de Taenia solium 

 

4.2. Objetivos particulares: 

 

• Producir una sonda de ADN que sirva para aislar el ADNc que codifique 

para la LDH. 

• Aislar el ADNc que codifique para la LDH de T. solium de una biblioteca de 

ADNc de larva 

• Caracterizar parcialmente el ADNc 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Materiales: 

5.1.1. Material Biológico: 

Cisticercos de T. solium, se obtuvieron por disección del músculo esquelético de 

cerdos infectados naturalmente, adquiridos en comunidades rurales donde existe 

el parásito. La biblioteca de ADNc de adulto de T. solium construida en el vector 

λUNIZAP utilizando los sitios Eco RI - Xho I del vector, fue preparada con 

antelación en el Laboratorio de Biología Molecular de Taenia solium de la Facultad 

de Medicina de la UNAM. Asimismo, las células químico-competentes TOP 10: [F-

mcrA ∆(mrr-hdsRMS-mcrBC)ф80lacZ∆M15 ∆lacX74 dROS recA1 araD139 ∆(ara-

leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG] y XL1-Blue [supE44 hsdR17 recA1 

end A1 gyrA46 thi relA1 lac- F’ [proAB+ lacIq lacZ∆ M15 Tn10 (tetr)]] de la casa 

InvitroGen. 

 

5.1.2. Reactivos: 

Los oligonucleótidos LD1 (VTNPVDI) y LD2 (KGYTSWA) diseñados a partir de 

secuencias internas altamente conservadas de la enzima LDH de diferentes 

organismos, los oligonucleótidos T3 y T7, M13F y M13R que flanquean las 

regiones de clonación de los vectores λUNIZAP y PCRII respectivamente 

sintetizados por InvitroGen. Los estuches utilizados para la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) fue comprado a Biotecnologías Universitarias UNAM para la 

reacción de PCR y transcripción reversa (RT-PCR, Superscript One-Step), el 

estuche de ligación TOPO-TA (pCRII) Cloning System de la casa Invitrogen, para 

la secuenciación se utilizó el ABI prism big dye terminador; las membranas de 

nylon son marca Hybond-N, las endonucleasas Eco RI, Bam HI, Nhe I, Hind III, 

Xho I, Bgl II de la casa GIBCO BRL, la marca radioactiva 32P-dCTP (250uCi/mmol) 

y el estuche para el marcaje radioactivo RedPrime ADN Labeling System de la 

casa Amersham Bioscience, las placas de rayos X fueron de la marca Kodak. Las 

sales las soluciones para la preparaciones alcalinas grandes y pequeñas del ADN 

plásmidico, las de electroforesis en geles de agarosa, los medios de cultivo, 
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antibióticos, soluciones para la hibridización de los tamizajes fueron preparadas 

con los reactivos de la mas alta calidad disponibles en el laboratorio. 

 

5.2. Métodos: 

5.2.1. Extracción de RNA total 

Se homogenizaron cisticercos de T. solium (250mg) en 1mL de TRIZOL con un 

Polytron (Brinkman Instruments mod.VC130PB) a máxima frecuencia durante un 

minuto, tres veces. La mezcla se centrifugó 3min a 10,000rpm (Heraeus Biofuge, 

Kendro Laboratory Products) para permitir la formación de la fase acuosa y 

orgánica. La fase orgánica (ácidos nucleicos) se extrae con 200uL de cloroformo, 

agitando vigorosamente y centrifugando a 10,000rpm, a 4ºC, por 15min para 

separar las fases, se recuperó la fase acuosa y se repitió este paso. Después se 

adicionaron 500mL de isopropanol, se centrifugó como antes, se desechó el 

sobrenadante y el precipitado obtenido se lavó agregando el mismo volumen de 

etanol al 70%, resuspendiendo en un vórtex y centrifugando por 5min a 7,500rpm; 

posteriormente se desechó el sobrenadante, el precipitado se seco a temperatura 

ambiente y resuspendió en agua libre de RNAsas. El RNA se cuantificó mediante 

OD260nm en un espectrofotómetro Ultrospec 3100pro (Amersham Biosciences). 

 

5.2.2. Obtención de la sonda 

La sonda se obtuvo mediante una RT-PCR con los oligonucleótidos específicos 

(LD1 y LD2) y 1ug del RNA total de cisticercos. La reacción se realizó en un 

volumen de 50uL y se utilizaron 25uL de 2x reaction mix, 10uM de cada 

oligonucleótido, 2uL de templado, 1uL de enzima RT/Taq mix y H2O MilliQ para 

completar el volumen. La muestra se colocó en un termociclador GeneAmp PCR 

System modelo 9700 (Applied Biosystem) y se utilizó el siguiente programa: un 

ciclo de 30min a 50ºC, 1min a 94ºC, 30 ciclos de 1min a 94ºC, 1min a 55ºC y 1min 

a 72ºC, seguido de una extensión final de 15min a 72ºC. El fragmento amplificado 

se sometió a electroforesis en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. La 

banda correspondiente al fragmento de 348pb se cortó del gel y purificó por el 

método de perlas de vidrio (Sambrook et al., 2001). La agarosa  con la banda que 
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contenía el producto de PCR (0,5 g) se disolvió en 500uL de NaI 6M a 37ºC por 

10min. Entonces se agregaron 3uL de perlas de vidrio, se agitó e incubó en hielo 

durante 2hr, transcurridas las cuales se centrifugó a 13,000 rpm (Eppendorf 

Centrifuge 5415C, Brinkman), a 4ºC durante 30s y se desechó el sobrenadante. 

Se lavaron las perlas agregando 500uL de NaI y se centrifugó como antes y se 

desechó el sobrenadante, de la misma forma se realizaron tres lavados con 

solución de lavado (Anexo). Las perlas se secaron a 37ºC y se resuspendieron en 

25ul de TE (Anexo). Éste producto fue clonado en un vector pCRII (TOPO TA), las 

reacciones de ligación se realizaron siguiendo el protocolo del estuche TOPO-TA 

Cloning System de Invitrogen, utilizando las siguientes cantidades: 0.5uL de vector 

pCRII, 1uL amortiguador salino, 50ng del fragmento, 1.5uL H2O. La reacción se 

incubó a temperatura ambiente por 1hr, posteriormente se realizó la 

transformación a partir de la ligación, donde se agregaron 2uL de ligación a 50uL 

de células químicamente competentes TOP10 y la mezcla se dejó en hielo por 

30min para después dar un choque térmico de  42ºC por 30s. Se adicionaron 

200uL de medio SOC y se incubo en agitación por 30min a 37ºC. Transcurrido ese 

tiempo las bacterias se sembraron en medio sólido  SBOM con ampicilina 

(100ug/mL) y se incubaron a 37ºC toda la noche.  

 

5.2.3. Preparación pequeña de ADN plasmídico  

Las bacterias transformadas con el inserto de interés se inocularon en 1.5mL de 

medio LB + ampicilina (100ug/mL) y se dejaron crecer toda la noche en agitación a 

37ºC. El ADN fue aislado mediante la técnica de lisis alcalina. Las células se 

centrifugaron a 3,000rpm (Eppendorf Centrifuge 5415C) por 10min, se desechó el 

sobrenadante, se agregaron 200uL de solución 1 (Anexo), se resuspendieron las 

células en vórtex e incubaron 5min a temperatura ambiente; posteriormente se 

agregaron 400uL de solución 2 recién preparada (Anexo), se mezcló suavemente 

invirtiendo los tubos un par de veces y se incubó en hielo por 5min; posteriormente 

se añadieron 300uL de solución 3 (Anexo), se mezcló suavemente, se incubó en 

hielo por 5min y se centrifugó a 3,000rpm por 10min, se recuperó el sobrenadante 

en un tubo nuevo y se añadieron 2mL de isopropanol, se agitó en el vórtex y se 
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incubó en hielo 5min. La mezcla se centrifugó a 3,000rpm durante 10min, se 

desechó el sobrenadante y se agregaron 100uL de etanol al 70% frío, se 

centrifugó rápidamente y se desechó el sobrenadante, se dejó secar el botón 

invirtiendo el tubo sobre papel absorbente y este se resuspendió en 50uL de TE. 

 

5.2.4. Marcaje Radioactivo 

Para realizar el marcaje radioactivo se tomaron 25ng de la sonda de ADN y se 

colocaron en 45uL de TE, se calentó la mezcla a 100ºC por 5min e 

inmediatamente se enfrió en hielo por 5min, se centrifugó la mezcla rápidamente y 

el sobrenadante se colocó en el tubo de reacción del estuche de marcaje 

RedPrime ADN Labeling System de Gibco BRL. Se adicionaron también (30uCi) 

de la marca radioactiva 32P-dCTP y se incubó 10min a 37ºC, tras lo cual se 

agregaron 5uL de EDTA 0.2 M para detener la reacción. Finalmente, antes de 

utilizar la sonda para los tamizajes o el Southern, esta se desnaturalizó a 100ºC 

por 3min y luego se enfrió en hielo por 2min más. 

 

5.2.5. Aislamiento de clonas (tamizaje) 

Se inocularon colonias de la bacterias XL1-B en medio líquido LB y se incubaron a 

37ºC toda la noche. Posteriormente fueron infectados 350uL de cultivo con 45mil 

fagos de la biblioteca T. solium adulto construida en UNIZAP, y se incubaron a 

37ºC por 15min, para ser sembradas combinándolas con 3mL de top-agar licuado 

a 55ºC y se vertieron en cajas petri previamente con medio SBOM. Una vez 

solidificado el medio se incubaron las cajas a 37ºC toda la noche. Posteriormente 

se colocaron membranas de nylon Hybond-N en cada una de las cajas por 1min 

para transferir los fagos, se hicieron marcas asimétricas con tinta china para 

orientación de la membrana en la caja, se retiraron las membranas y se colocó 

otra membrana para realizar una replica de la anterior. Las membranas se 

colocaron sobre la solución desnaturalizante (Anexo) por 2min y posteriormente en 

la solución neutralizante (Anexo) por 2min, finalizado este tiempo se lavaron con 

agitación suave en una solución salina de citratos (SSC 2X. Anexo). Finalmente, 

las membranas se colocaron en un UV Stratalinker 2400 de Stratagene 
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(exposición de 120,000 microjoules/cm2 por ~25 segundos) para fijar el ADN del 

fago. 

 

Las membranas de nylon se colocaron en la solución de hibridación en agitación a 

50ºC por una hora, posteriormente se agregaron 15uL de la sonda marcada con 
32P y se dejaron agitando a 55ºC toda la noche. Al día siguiente se realizaron tres 

lavados con solución de lavado (Anexo), con agitación por 25min cada vez. Las 

membranas se secaron sobre papel absorbente, se montaron en casettes con 

placas fotográficas y se dejaron a -70ºC toda la noche. Las placas fueron 

reveladas utilizando solución reveladora y solución fijadora en un cuarto oscuro. 

Las placas fotográficas reveladas fueron comparadas con sus cajas 

correspondientes, se seleccionaron los fagos que hibridaron positivamente con la 

sonda y se colocaron en una solución de SM (Anexo). Las placas seleccionadas 

fueron sometidas a dos tamizajes más. 

 

5.2.6. Transformación fago a plásmido 

Los fagos (1x106) de las clonas positivas de UNIZAP provenientes de los 

tamizajes, se inocularon en 350uL de cultivo de bacterias XL1-Blue, se incubó la 

mezcla a 37ºC por 15min y se sembraron en medio SOBM a 37ºC toda la noche. 

Los fagos crecidos en la caja se recuperaron agregando 4mL de medio LB con 

agitación lenta por una hora, transcurrida esta se recuperó el medio, se le adicionó 

1mL de cloroformo, se agitó y se centrifugó a 3,400rpm (Centra CL2, IEC) por 

15min. El sobrenadante conteniendo los fagos (“plate stock”) fue recuperado en un 

tubo Falcon nuevo. La transformación a plásmido se llevó a cabo colocando en un 

tubo Falcon 200uL de cultivo de bacterias XL1-Blue con 100uL del “plate stock” y 

50uL del fago ayudador ExAssit y se incubó 5min a 37ºC, luego se añadieron 3mL 

de medio 2XYT y se incubó 2h a 37ºC en agitación. Transcurrido ese tiempo la 

mezcla se incubó a -70 ºC por 20min, se centrifugó por 15min a 3,400rpm (Centra 

CL2, IEC) y se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo. Finalmente se 

infectaron con 10uL de este a 200uL de bacterias Xsolar, incubando por 15min a 

Neevia docConverter 5.1



37ºC y sembrando la mezcla en cajas de LB + ampicilina (100ug/mL) e incubando 

a 37ºC toda la noche. 

 

5.2.7. Preparación grande de ADN plasmídico  

Las colonias de bacterias transformadas con el inserto de interés se inocularon en 

50mL de medio LB + ampicilina (100ug/mL) e incubadas toda la noche en 

agitación, a 37ºC. El ADN fue aislado mediante la técnica de lisis alcalina, como se 

describió previamente, aumentando cinco veces el volumen de cada solución. Al 

final del procedimiento la pastilla obtenida se resuspendió en 200uL de TE. Se le 

adicionaron 2uL de RNAsa (10mg/mL) y se incubó 30min a 37ºC. A la mezcla 

anterior se le realizó una extracción con fenol y cloroformo y la fase acuosa 

obtenida fue pasada por una columna de sefarosa con TE, finalmente las 

fracciones colectadas fueron corridas en un gel de agarosa con bromuro de etidio 

y las fracciones que contenían el plásmido fueron recuperadas. La concentración 

del ADN colectado se determino a DO260nm. 

 

5.2.8. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Todas las reacciones se realizaron en un volumen de 15uL y para cada reacción 

se utilizaron las siguientes cantidades: 1.5uL de amortiguador de la reacción 10x, 

1.5uL de dNTPs 2mM, 0.75uL de MgCl2 20X, 10uM de cada oligonucleótido, 1uL 

de templado, 0.5uL de enzima y H2O MilliQ para completar el volumen. Las 

muestras fueron colocadas en un termociclador GeneAmp PCR System modelo 

9700 (Applied Biosystem) y el programa utilizado fue: un primer ciclo de 3min a 

95ºC, 1min a 50-54ºC y 2min a 72ºC, seguido de 30 ciclos de 1min a 95ºC, 1min a 

50-54ºC y 1min a 72ºC y finalmente un ciclo de 1min a 50-54ºC, 5min a 72ºC. 

 

5.2.9. Análisis de restricción 

Se llevó a cabo un análisis de restricción utilizando el ADN plasmídico de las 

clonas purificado con anterioridad y las siguientes enzimas: Bam HI, Hind III, Nhe I 

y Eco RI. En cada mezcla de la reacción se utilizaron 10ug de ADN plasmídico, 

10uL de amortiguador para la enzima correspondiente (10x), 2uL de la enzima y 
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agua MilliQ para completar el volumen. Las muestras se dejaron incubando por 

3hrs a 37ºC, tras lo cual se corrió todo el volumen en un gel de agarosa al 2%, a 

100V junto con un marcador de peso molecular. 

 

5.2.10. Secuenciación 

Se llevó a cabo mediante el método de Sanger en la unidad de secuenciación del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM, se utilizó como templado el ADN 

plasmídico purificado con anterioridad. La secuenciación se llevó a cabo 

automáticamente por PCR utilizando el kit ABI prism big dye terminador; se 

necesita una cantidad mínima de 500ng de ADN que se llevó a un volumen de 

12uL con agua desionizada. Se agrega 1uL de oligonucleótidos marcados 

fluorescentemente (2-5uM) y se agita suavemente (mezcla maestra). Para las 

reacciones de terminación se necesitan 3uL de dideoxinucleótidos del estuche (un 

tubo de Adenina, uno de Citocina, uno de Guanina y uno de Timina) a los que se 

les añade 3uL de la mezcla maestra, se agitan los tubos y se someten a PCR. 

Finalmente la muestra se pasó por una columna de sefarosa G-50 para eliminar 

los excesos de dideoxinucleótidos y cebadores marcados que no se incorporaron 

durante el proceso. La secuenciación se llevó a cabo en un secuenciador SEQ4x4 

de Amersham Pharmacia Biotech. Los análisis de la secuencia nucleotídica se 

realizaron en el programa PCGENE. Las comparaciones y alineamientos de las 

secuencias se utilizó el programa BLASTx del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). 

 

5.2.11. Análisis tipo Southern Blot 

Para la digestión del ADN plasmídico se utilizaron las siguientes endonucleasas: 

λHind III, Hind III, Bgl II, Eco RI y Bam HI. En cada mezcla de la reacción se 

usaron 10ug de ADN genómico de cisticerco, 10uL de amortiguador para la 

enzima correspondiente (10x), 2uL de la enzima y agua MilliQ para completar el 

volumen.  Las muestras se dejaron incubando por 3-5hrs a 37ºC. Transcurrido ese 

tiempo se corrió todo el volumen en un gel de agarosa al 2%, a 100V junto con un 

marcador de peso molecular. El ADN separado se transfirió a una membrana de 
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nylon, para ser hibridado con el ADNc completo que codifica para la LDH de T. 

solium obtenida.  Se siguió el protocolo de hibridación utilizado en el tamizaje 

mencionado anteriormente. 
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VI. RESULTADOS 

 

Con los oligonucleótidos LD1 y LD2 diseñados a partir de secuencias altamente 

conservadas de la LDH de distintos organismos y el ARN total extraído de 

cisticercos, se obtuvo un fragmento de ADN de 348pb mediante RT-PCR. El 

fragmento fue purificado y clonado en el vector pCRII. La traducción de la 

secuencia nucleotídica del fragmento y los análisis de comparación contra LDHs 

de varios organismos depositadas en bancos de proteínas, mostraron que el 

fragmento presenta una alta identidad con varias de estas. En la Figura 6, se 

observa la secuencia de nucleótidos y aminoácidos del fragmento de ADN 

amplificado mediante PCR, a los extremos de la secuencia se muestran los 

oligonucleótidos LD1 y LD2, así como también se observan algunos de los 

aminoácidos conservados de los sitios de unión al sustrato y a la coenzima que se 

mencionan más adelante. 

 

Figura 6. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos del fragmento de ADN amplificado mediante 

PCR con los oligonucleótidos LD1 y LD2, que se muestran en un cuadro. En negritas se muestran 

algunos de los aminoácidos conservados para el sitio de unión al NAD, con un triángulo se indican 

algunos de los residuos conservados para el sitio de unión al sustrato, y subrayados algunos de los 

residuos conservados para la interfase del tetrámero. 

 

 

Este fragmento fue marcado radioactivamente con 32P-dCTP y utilizado como 

sonda para aislar un ADNc que codifique para una LDH de T. solium. Para lo cual 
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se tamizaron 45 mil fagos provenientes de la bibliotecas de ADNc del adulto de T. 

solium construida en el λUNIZAP. De los tamizajes primario, secundario y terciario 

se obtuvieron tres posibles clonas positivas que hibridaron a la sonda 

correspondiente.  

 

 
Figura 7- Autoradiografía del tamizaje secundario de la clona LD3 que dio una hibridación positiva 

con la sonda de ADNc de LDH marcada con 32P-dCTP. 

 

 

La determinación de los tamaños de las clonas se realizó mediante la PCR 

utilizando el ADN preparado de las clonas aisladas como templado y los 

oligonucleotidos T7 y T3 que flanquean el sitio de clonación del vector UNIZAP. El 

gel de agarosa teñido con bromuro de etidio de la figura 8 muestra que las tres 

clonas aisladas tenían un tamaño similar de ~1kb, tamaño que podía contener un 

ADNc que codificará para la LDH del parásito. Asimismo, los 3 fragmentos de las 

clonas amplificadas mostraron tener el mismo patrón de  restricción cuando se 

digieren con las endonuclesas Bam HI, Hind III, Nhe I y Eco RI (dato no mostrado). 

Las enzimas Bam HI y Eco RI cortaron los fragmentos una vez, mientras Hind III y 

Nhe I no lo cortaron. Por este motivo, solo se escogió la clona LDH 3 para llevar a 

cabo su secuencia nucleotídica. 
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Figura 8- Gel de agarosa al 2%, donde se muestran los productos del PCR de 1 ~kb de las clonas 

de UNIZAP de adulto 1) LDH 1, 2) LDH 2 y 3) LDH 3. El carril con la letra M corresponde al 

marcador de pesos moleculares. 

 

La Figura 9 muestra la secuencia que se obtuvo, se observa una secuencia 

nucleotídica de 1189pb.  El análisis de la secuencia muestra un marco de lectura 

abierto del nucleótido 61 al nucleótido 1126, que codifica para una proteína de 355 

aminoácidos con un PM estimado de 38kDa y un pI de 7.57, que presenta la 

siguiente composición: Asp20, Asn16, Thr27, Ser24, Glu12, Gln11, Pro14, Gly30, Ala26, 

Val40, Met7, Ile28, Leu30, Tyr8, Phe9, His8, Lys17, Arg16, Cys8 y Trp4.  Se encontró el 

sitio clásico de inicio de la transcripción ATG que codifica para la Metionina en la 

posición 61, así como la secuencia de terminación TAA en el nucleótido 1126.  De 

igual manera se encontró el motivo clásico de señalización de poliadenilación 

(AATAAA) en la posición 1152 de la secuencia, seguido de 20 adeninas que 

conforman la cola de poliadenilación y que van del sitio 1170 al 1189. 

Neevia docConverter 5.1



 
Figura 9- Secuencia de nucleótidos y aminoácidos obtenida de la clona LDH3. Los números de la 

izquierda corresponden a los nucleótidos en pb, mientras que los números a la derecha indican los 

aminoácidos. En negritas se muestran los codones de inicio y termino de la secuencia, la 

secuencia subrayada muestra la señal de poliadenilación. 
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La Figura 10 muestra los análisis del alineamiento y comparación de la secuencia 

obtenida (LDH3-5) con otras secuencias de LDH reportadas en Gen-Bank, y cuyos 

códigos de acceso son los siguientes: Homo sapiens (NP_005557.1), Mus 

musculus (CAA68410), Sus scrofa (AAA50436), Caenorhabditis elegans 

(AAA67063), Schistosoma japonicum (AAW25909). Al comparar estas secuencias, 

se encontró que la secuencia de LDH de T. solium tiene un 52% de identidad con 

la LDH-A de su hospedero definitivo, el humano; mientras que la secuencia tiene 

un 53% de identidad con la LDH-A de su hospedero intermediario, el cerdo, así 

como con las secuencias de M. musculus, de C. elegans y de S. japonicum.  

Se observa que la secuencia obtenida para la LDH de Taenia solium es de mayor 

tamaño que las otras secuencias de LDH con las que fue comparada (355aa), se 

identificaron los residuos conservados para la interfase de tetrámero, así como los 

aminoácidos involucrados con el sitio de unión al sustrato, y aquellos involucrados 

con el sitio de unión al NAD; la mayor parte de estos corresponden a los 

reportados en Gen-Bank, se trata de residuos altamente conservados entre los 

organismos, asimismo se identificaron algunos otros residuos relacionados con el 

sitio activo de unión al NAD como son la Val27, la Gly28, una Ala, una Gly y una Val 

de la región 29-33, la Val52 y Val54, la Met55, la Ala97, la Gly98, así como el Asp53 y 

la Thr96 (Adams et al., 1973). También se identificaron los residuos 

correspondientes al cierre del “bolsillo” donde se une el NAD y que van del residuo 

102 al 118 (en otros organismos corresponden a los residuos 98-114) y donde 

destacan la Arg105 (en otros organismos Arg101 o Arg106) que es la que dirige este 

proceso, y la His199 (en otros organismos His195) localizada en el sitio de unión que 

conforma el “bolsillo” y que estabilizan el estado de transición de la reacción 

(Adams et al., 1973; Steven S., 1985; Mi, 2002; McClendon et al., 2005). 
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Figura 10- Alineamiento múltiple de la LDH. Se observa la secuencia de aminoácidos de la LDH de humano, 

ratón, cerdo, un nemátodo, esquistosoma y de T. solium, que fue secuenciada en este trabajo. En negritas se 

muestran los aminoácidos conservados para el sitio de unión al NAD, en rojo los residuos conservados para el 

sitio de unión al sustrato, y subrayados los residuos conservados para la interfase del tetrámero. Los 

asteriscos corresponden a los aminoácidos conservados en todas las especies comparadas. 
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Para determinar el número de copias del gen que codifica para la LDH en el 

genoma de T. solium, se hizo un análisis tipo Southern Blot, en el que se digirió 

ADN genómico con varias enzimas de restricción (Xba I, Hind III, Eco RI y Bam 

HI). En la figura 11 se muestra la autorradiografía obtenida después de exponer la 

membrana a una placa de rayos X. Se observa un patrón de bandas que varía 

para cada enzima: Xba I corta una vez, produciendo bandas de ~3kb, Bam H1 no 

produce ningún corte, Hind III corta tres veces y produce bandas de distintos 

tamaños (~3.5, 3 y 1.7kb) y la enzima Eco RI corta dos veces produciendo bandas 

de ~4.5 y 2kb. 

 
Figura 11- Autorradiografía de la hibridación del ADN genómico digerido con las enzimas de 

restricción. De izquierda a derecha se muestran los carriles correspondientes a cada restricción. 
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VII. DISCUSIÓN 

 

La taeniosis y cisticercosis por Taenia solium son un problema de salud pública.  

El principal problema radica en zonas rurales donde la cría de cerdos se da a 

”traspatio” y donde carecen de infraestructura sanitaria adecuada, de manera que 

los cerdos tienen acceso a heces infectadas con proglótidos y cuya carne al ser 

comercializada de forma local, carece de un control de calidad adecuado, por lo 

que la erradicación de este parásito se vuelve difícil, puesto que se necesita 

cambiar no solo la infraestructura, sino la forma de pensar y de actuar de la gente 

que allí habita. 

 

Por otro lado, se han realizado varios esfuerzos por erradicar al parásito, como 

educar a la gente en distintas comunidades (Cruz et al. (1989), realizar campañas 

de tratamiento quimioterapéutico masivo, vacunación de cerdos en distintas 

comunidades de México (Molinari et al., 1996; Sciutto et al., 2006) entre otros. Sin 

embargo, la parasitosis aun prevalece. Un punto que hay que tomar en cuenta, es 

que la taeniosis no es considerada un problema grave de salud al tratarse de un 

padecimiento prácticamente asintomático, sin embargo es el foco de infección 

para causar cisticercosis en humanos y cerdos y, al no ser diagnosticada, no es 

tratada adecuadamente. Por otro lado, se continua encontrando cisticercosis en 

varias localidades, como es el caso de un estudio reciente en 13 localidades del 

estado de Morelos hecho por Morales et al. (2008), donde se examinaron las 

lenguas de los cerdos que allí se crían en busca de cisticercos, encontrándose un 

alto porcentaje de prevalencia de cisticercosis (13%) en los cerdos de estas 

comunidades. Este tipo de estudios nos indican que la prevalencia del parásito es 

alta en algunas comunidades del país, principalmente en áreas rurales y que se 

requieren de buenos métodos diagnósticos y mejorar medidas preventivas a corto 

plazo para el control de esta enfermedad, tales como el desarrollo de nuevos 

fármacos y métodos de diagnóstico. 
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La LDH es una enzima importante no solo por la reacción que realiza en la vía 

glicolítica, sino también por su participación en otros procesos celulares como la 

replicación del ADN , ya que la LDH-A está presente en núcleo y puede estimular 

la actividad de la ADN polimerasa in Vitro (en rata), y la transcripción del ADN, 

debido a su capacidad de unirse a ssADN en muchos tipos celulares y organismos 

actuando como una proteína desestabilizadora de la hélice de ADN (Cattaneo et al 

1985; Grosse et al., 1986; Kim et al., 2005). 

 

En cuanto a la relación hospedero parásito se ha observado que la inhibición de 

LDH, provoca la acumulación de piruvato, lo que a su vez  provoca la expulsión de 

parásitos del hospedero (Smyth et al., 1989; Prestch et al. (1993). Asimismo, 

efectos fisiopatológicos son notorios ante una deficiencia del 95% de LDH, lo que 

lleva a ratones mutantes (-/-) a la muerte antes de poder alcanzar un estadio 

adulto, mientras que en el ser humano se observa un flujo retardado de la 

glucólisis, una baja producción de ATP, pérdida de eritrocitos, hepatomegalia e 

incremento en la actividad cardiopulmonar.   

 

Por todo lo antes mencionado, la LDH se convierte en blanco de estudio para el 

desarrollo de vacunas, fármacos o métodos de diagnostico efectivos que ayuden a 

la erradicación de este parásito (Venkatesan, 1998; Köhler, 2001; Cioli et al., 2003; 

Vinaud et al., 2008). 

 

Es por ello que en este trabajo como un primer paso se propuso aislar el ADNc 

que codifica para la LDH de T. solium. Para esto, mediante PCR y con 

oligonucleótidos específicamente diseñados a partir de secuencias conservadas 

de la enzima en distintos organismos, se produjo una sonda o un fragmento del 

ADNc de 348pb. La sonda fue posteriormente utilizada para aislar mediante 

tamizajes el ADNc que codifica para la LDH de este organismo. Se logro aislar una 

clona de ADNc (LDH 3) que codifica para la LDH de T. solium. Los análisis de 

comparación mostraron que esta LDH es similar a la LDH-A de los mamíferos, que 

es la mejor capacitada para realizar la reducción del piruvato en tejidos 
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anaeróbicos y lo cual concuerda con lo esperado, pues T. solium tiene un 

metabolismo energético prácticamente anaerobio.  

La clona aislada presentó una secuencia de 1189pb, y codifica para una proteína 

de 355 aminoácidos con un peso molecular predicho de 38kDa, lo cual difiere 

ligeramente del valor encontrado comúnmente en la literatura (36kDa) y su 

secuencia fue de mayor tamaño que aquellas con las que fue comparada, 

incluyendo la secuencia reportada para T. asiatica (Huang et al., 2008). De igual 

manera, se identificó el codón de inicio y de término de la transcripción, además 

del sitio de poliadenilación, lo que sugiere que se logró aislar una clona completa 

para la LDH-A de T. solium. 

 

La secuencia contiene los 2 sitios catalíticos característicos de la enzima: el sitio 

de unión al NAD, que es un dominio conformado por dos motivos tipo plegamiento 

de Rossmann, cada uno de los cuales está compuesto por láminas beta paralelas 

alternadas con hélices alfa, que forman una estructura de sándwich alfa-beta-alfa; 

y el sitio catalítico, que se trata de un dominio 2, L-2-hidroxisocaproato 

deshidrogenasa, subunidad A, es decir, un dominio homólogo al de la 

hidroxisocaproato deshidrogenasa, que se trata básicamente de un complejo alfa-

beta (EzCatDB). 

 

Los aminoácidos conservados que corresponden al sitio catalítico, así como a la 

interfase de tetrámero, sugieren que estos procesos son similares a los de las 

otras LDH-A de otros organismos, sin embargo algunos de ellos difieren, tales 

como la Ser en posición 36,  la Val en posición 104 correspondientes al sitio de 

unión al NAD; el Glu y la Gln en posición 72 y 73, así como la Ala y la Val en 

posición 243 y 260 de los aminoácidos asociados a la interfase de tetrámero de la 

LDH de T. solium, y no se sabe si estas sustituciones provocan alguna alteración a 

las propiedades de unión o cinéticas de la enzima. 

 

Por otro lado, en los alineamientos, se observa que la secuencia obtenida tiene un 

porcentaje de identidad del 52 y 53% con sus respectivos hospederos, lo que nos 
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indica que a pesar que existen bloques de identidad muy alta entre estas enzimas, 

también existen bloques de baja homología.  Lo que sugiere que estos bloques 

diferentes podrían ser utilizados para producir epítopes anteigénicos específicos 

de la enzima que podrían ser utilizadas en el diagnóstico o en vacunas evitando 

reacciones cruzadas con la enzima del hospedero. 

 

Asimismo, el análisis tipo Southern Blot muestra que las enzimas con que se 

digirió el ADN genómico de T. solium producen varios cortes, mientras que estas 

mismas enzimas no cortan o producen un solo corte en el ADNc que codifica para 

la LDH de T. solium (Xba I no corta, Bam HI no corta, Eco RI no corta y, Hind III 

produce un solo corte), lo cual podría deberse a que las enzimas están cortando 

en las secuencias correspondientes a intrones. Dado que el análisis muestra un 

patrón de bandeo simple, se asume que el gen que codifica la LDH-A de T. solium 

es de copia única, sin embargo no se puede descartar la posible existencia de 

genes que codifiquen para isoformas de la enzima. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

• Se obtuvo el ADNc  que codifica para una LDH de Taenia solium 

• El ADNc  obtenido tiene un tamaño de 1189pb y codifica para una proteína 

de 385 aminoácidos. 

•  La que codifica el ADNc es análoga a  las LDH-A de mamíferos  

• El gen que codifica para esta enzima es de copia única en el genoma de T. 

solium 

 

Finalmente este trabajo reporta por primera vez la clonación del ADNc que codifica 

para una LDH de T. solium análoga a las LDH-A de mamíferos, lo que abre 

caminos para el estudio del papel que esta enzima juega en la relación hospedero-

parásito, así como para la vida de T. solium. 
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IX. ANEXO 

Soluciones: 

 

• Agar LB: tripotona 1% (p/v), extracto de levadura 0.05% (p/v), NaCl 1% 
(p/v) y agar bacteriológico 1.5% (p/v). 

• Agar SBOM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl 0.05% 

(p/v), KCl 2.5mM, MgCl2 10mM y agar bacteriológico 1.5% (p/v). 

• Agar top SBOM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl 

0.05% (p/v), KCl 2.5mM, MgCl2 10mM y agar bacteriológico 0.7% (p/v). 

• Amortiguador de cargado (ADN): EDTA 0.2M, azul de bromofenol 0.1%, 

xileno cianol FF 0.25%, Ficol en H2O 15%. 

• Amortiguador  TAE: Tris-HCl-acético 0.04M, EDTA 0.002M. 

• Amortiguado TE: Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH: 8.0. 

• Gel de agarosa 2%: agarosa 1gr., amortiguador TAE 50mL, bromuro de 

etidio 4ul. 

• Medio LB: triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.05% (p/v), NaCl 1% 

(p/v). 

• Medio SM: NaCl 0.58 (p/v), MgSO4•7H2O 0.2% (p/v), Tris-HCl 0.05% (p/v) 

pH: 7.5, gelatina 0.01% (p/v). 

• Solución 1 minipreps: 50mM glucosa, 10mM EDTA, 25mM Tris pH 8.0. 

• Solución 2 minipreps: 0.2M NaOH, 1% SDS (para 50mL: 40mL de agua, 

1mL de NaOH 10N y 5mL de SDS 10%). 

• Solución 3 minipreps: 7.5M NH4Ac. 

• Solución de lavado: NaCl 0.2M, Tris-HCl 20mM pH: 7.2, EDTA 2mM, etanol 

50% (v/v). 

• Solución de hibridación: SSC 5X, formamida 50% (v/v), SDS 0.2% (p/v). 

• Solución desnaturalizante: NaOH 0.5M, NaCl 1.5M. 

• Solución neutralizante: Tris-HCl 1M, NaCl 1.5 pH: 8. 

• Solución SSC 20X: NaCl 175.32gr., citrato de sodio 88.23gr., 800mL H2O, 

pH 7-8. 
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