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Resumen 

 

La neurocisticercosis (NC) es una enfermedad provocada por el estado larvario de 

Taenia solium (cisticerco) cuando se aloja en el sistema nervioso central (SNC). La NC 

es una parasitosis clínica y radiológicamente heterogénea, que puede ser de forma 

asintomática o generar sintomatología, de leve a severa. Factores genéticos de los 

parásitos así como del hospedero podrían participar en esta heterogeneidad. 

 

Se han encontrado algunas diferencias genéticas del hospedero asociadas con esta 

heterogeneidad. En contraste, no se ha explorado la posible participación de 

diferencias genéticas del parásito relacionadas con la heterogeneidad de la 

enfermedad. 

 

En este trabajo de tesis se estudió si seis genes expresados diferencialmente en 

cisticercos de T. solium localizados en dos distintos tejidos de un mismo cerdo, 

identificados por Differential Display, podrían ser confirmados por otras técnicas como 

RT-PCR en tiempo real o inmunolocalización, y que a su vez, al identificarlos o 

caracterizarlos, estos genes fueran posibles candidatos para el control de la parasitosis 

en su etapa larvaria. 

 

En segundo lugar, se evaluaron las variaciones genéticas en cisticercos obtenidos 

quirúrgicamente de pacientes con neurocisticercosis y se exploró si estas diferencias 

genéticas se asocian con factores demográficos, clínicos y radiológicos de los 

pacientes. Un total de 28 cisticercos recuperados de 12 pacientes con NC presentaron 

diferencias genéticas en el gene mitocondrial Cytb que permitieron detectar nueve 

haplotipos y cuatro haplogrupos. Las variantes parasitarias (haplogrupos) encontradas 

en pacientes con características clínicas o radiológicas similares fueron genéticamente 

más cercanas entre sí con respecto a las variantes genéticas parasitarias de pacientes 

con un diferente perfil de NC, resultado que señala la posible participación del parásito 

en la heterogeneidad clínica de la enfermedad. No se encontró asociación entre los 

distintos haplotipos identificados y la heterogeneidad de la NC. 
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Abstract 

 

Neurocysticercosis (NC) is caused by the larval stage of Taenia solium (cysticercus) 

lodging into the Central Nervous System (CNS). Clinically and radiologically, NC is a 

heterogeneous disease that may either be asymptomatic or show symptoms ranging 

from mild to severe. Genetic factors from the parasite and the host could partake in this 

heterogeneity. 

 

While a number of genetic differences in the host have been found associated to this 

heterogeneity, the possible role of genetic differences in the parasite in the 

heterogeneous picture of the disease have not been explored yet. 

 

This work was aimed to study whether six differentially expressed genes in T. solium 

cysticerci from two different anatomic locations from a same pig, identified by 

Differential Display, could be confirmed by techniques such as RT-PCR or 

immunolocalization, and whether these genes could eventually be used to control the 

parasitosis in its larval stage. 

 

Then, the genetic variation in cysticerci surgically excised from NC patients was 

evaluated, and it was explored whether these genetic differences are associated to the 

patients’ demographic, clinical, and radiological traits. In total, 28 cysticerci recovered 

from 12 NC patients showed differences in the mitochondrial gene Cytb. These 

differences allowed us to found 9 haplotypes and 4 haplogroups. The parasitic variants 

(haplogroups) found in patients with similar clinical and/or radiological traits were 

genetically closer with respect to those variants found in patients with differing NC 

profile. This result points to the possible role of the parasite in the clinical heterogeneity 

of the disease. However, no clear association was found between the identified 

haplotypes and NC heterogeneity. 
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Glosario de abreviaturas 

 

CC: Cisticercosis 

cm: Centímetro 

DD RT-PCR: Expresión diferencial de genes mediante RT-PCR 

cDNA: Ácido desoxirribonucleico complementario 

DNA: Ácido desoxirribonucleico 

IFN-g: Interferón gama 

IL: Interleucina 

ITS1: Región espaciadora transcrita 1 de los genes ribosomales 

ME: Músculo esquelético 

mm: Milímetro 

mM: Milimolar 

mRNA: Ácido ribonucleico mensajero 

mtDNA: Ácido desoxirribonucleico mitocondrial 

mtRNA: Ácido ribonucleico mitocondrial 

NC: Neurocisticercosis 

nDNA: Ácido desoxirribonucleico nuclear 

pb: pares de bases 

RAPDs: Polimorfismos de DNA amplificados al azar 

RFLPs: Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricción 

RNA: Ácido ribonucleico 

rDNA: Ácido desoxirribonucleico que codifica para genes ribosomales 

RT-PCR: Transcripción reversa de la reacción en cadena de la polimerasa 

SAGE: Análisis seriado de la expresión genética 

SNC: Sistema nervioso central 

TC: Tomografía computarizada 

µL: Microlitro 

µm: Micrómetro 

µM: Micromolar 
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Introducción 

Cisticercosis y teniasis 

La cisticercosis (CC) humana es una enfermedad causada por el estado larvario de 

Taenia solium, el cisticerco, mientras que la infección causada por el estado adulto se 

conoce como teniasis (Sciutto et al., 2000). La neurocisticercosis es una enfermedad 

causada por el establecimiento del metacéstodo de T. solium en el sistema nervioso 

central (SNC). La infección se adquiere al ingerir huevos de T. solium que después 

eclosionan en el intestino. Los embriones liberados (oncosferas) penetran en la mucosa 

intestinal, pasan al sistema circulatorio y se establecen en tejidos sólidos, donde se 

desarrollan hasta metacéstodos (Fleury et al., 2006 en Larralde y Aluja, 2006). 

 

Complejo teniasis-cisticercosis 

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria que afecta al cerdo y al ser humano. La 

gran mayoría de los casos de cisticercosis ocurren en países en vías de desarrollo en 

Latinoamérica, Asia y África (Sciutto et al., 2000; Rodríguez-Canul et al., 1999). Los 

países de Europa occidental progresivamente la controlaron y a principios del siglo XX 

la erradicaron por medio del desarrollo social y la puesta en marcha de programas de 

inspección y confiscación de la carne de cerdo contaminada. Sin embargo, esta 

parasitosis aún está ampliamente distribuida en países no-desarrollados, en donde 

prevalecen las condiciones que favorecen el ciclo de vida del parásito (Sciutto et al., 

2000). La cisticercosis, además de afectar principalmente a clases económicamente 

desfavorecidas, también amenaza a los sectores sociales privilegiados de países 

endémicos, y recientemente incluso a los países desarrollados debido a los fenómenos 

de migración (Sciutto et al., 2000). 

 

Ciclo de vida de Taenia solium 

En su estadio adulto, T. solium es un gusano plano hermafrodita que se adhiere a la 

mucosa del intestino delgado del ser humano (hospedero definitivo). Al alcanzar la 

madurez sexual, el parásito intestinal se reproduce por autofecundación, produciendo 

una gran cantidad de huevos, los cuales son liberados con las heces, contaminando así 

el ambiente cuando tiene lugar el fecalismo al ras del suelo y al aire libre. El cerdo, 
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hospedero intermediario, ingiere los huevos al consumir heces portadoras. En los 

cerdos, los huevos eclosionan al ser parcialmente digeridos en el estómago, liberando 

las oncosferas, las cuales atraviesan la pared intestinal y se desarrollan en cisticercos 

en diversos tejidos, incluyendo el músculo esquelético (ME) y el sistema nervioso 

central (SNC). El ciclo de vida se completa cuando el humano ingiere carne de cerdo 

mal cocida e infectada con cisticercos, los cuales evaginan y se establecen en el 

intestino delgado, desarrollándose el estado adulto (Figura 1). El humano también 

puede adquirir la cisticercosis cuando ingiere huevos en alimentos contaminados con 

materia fecal de un individuo teniásico, o bien el propio teniásico por autoinfección 

mediante prácticas higiénicas inadecuadas. En los humanos, el cisticerco puede 

alojarse en diversos tejidos; cuando el cisticerco se localiza en el SNC causa la 

enfermedad conocida como neurocisticercosis (NC, Figura 1). 

 

Biología del parásito 

Taenia solium pertenece al phylum Platyhelminthes, a la clase Cestoda, al orden 

Cyclophillidae y familia Taeniidae. El parásito adulto es un gusano plano que habita de 

forma exclusiva en los seres humanos y mide entre 2 y 7 m de largo. El parásito adulto 

o tenia se desarrolla después de ingerir cisticercos en carne cruda o poco cocida de 

cerdo. La cabeza o escólex evagina y se adhiere a la mucosa del intestino delgado por 

su doble corona de ganchos y las cuatro ventosas. El número de ganchos rostelares 

puede variar entre 22 y 32, y su tamaño entre 159 y 173 µm. El cuello se continúa del 

escólex, y a partir del cuello se forman de manera continua los segmentos o proglótidos 

que conforman el estróbilo. Los segmentos pueden ser inmaduros o maduros, que son 

hermafroditas. Al final del estróbilo, los proglótidos son grávidos y contienen cientos de 

miles de huevos, los cuales se expulsan con la materia fecal. Los huevos son 

microscópicos; miden alrededor de 30 µm y contienen un embrión hexacanto rodeado 

por una membrana oncosferal y un embrióforo que resiste las condiciones del 

ambiente. Cuando los seres humanos o los cerdos ingieren los huevos, los jugos 

gástricos e intestinales disgregan los bloques embriofóricos y digieren la membrana 

oncosferal. Los embriones se activan, atraviesan la mucosa del intestino delgado, 
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circulan y se transforman en cisticercos visibles en alrededor de 2 a 4 meses (Flisser, 

2006 en Larralde y Aluja, 2006). 

 

El cisticerco de T. solium está formado por una vesícula ovalada y traslúcida, que mide 

entre 0.5 a 2.5 cm de diámetro. Esta vesícula está llena de un líquido conocido como 

fluido vesicular; la vesícula además contiene un pequeño escólex invaginado (Slais, 

1970 en Larralde y Aluja, 2006). Sobre la pared vesicular se encuentra la superficie 

tegumentaria, que a través de proyecciones digitiformes llamadas microtricas permite el 

intercambio de excretas y nutrientes por medio del transportador de glucosa TGTP2 

(Rodríguez-Contreras et al., 1998); dependiendo de las condiciones externas, puede 

utilizar tanto el metabolismo anaeróbico como el aérobico. 

 

Tanto el material de autopsia como el de biopsia ofrecen la oportunidad de identificar 

cuatro etapas de involución en el cisticerco: vesicular, coloidal, nodular-granular y 

nodular-calcificada. En la etapa vesicular, la larva o embrión hexacanto contiene líquido 

transparente y un escólex invaginado de 4 a 5 mm, envueltos por una membrana 

delgada y traslúcida. En la etapa coloidal, la pared se hialiniza y el líquido pierde fluidez, 

adquiere un aspecto lechoso gelatinoide en consistencia, la larva se fragmenta 

fácilmente y al tacto la estructura es áspero. En la etapa nodular-granular ya no es 

posible identificar el escólex por el depósito de colágena alrededor de la pared, 

producto de la reacción inflamatoria; en el microscopio óptico con la técnica tricrómica 

de Masson, los remanentes de membrana y el escólex se visualizan en rojo brillante y 

azul, respectivamente. La etapa final, llamada nodular-calcificada, consiste en la total 

involución y calcificación del quiste, reduciéndose su tamaño a la mitad, con mínima 

reacción inflamatoria a su alrededor (Fleury et al., 2006 en Larralde y Aluja, 2006). 

 

Clínica en la neurocisticercosis 

La NC es una enfermedad pleomórfica que puede cursar en forma asintomática (Fleury 

et al., 2004; 2006) o presentarse con distintas sintomatologías como cefalea, déficit 

focal, crisis convulsivas, demencia e incluso puede causar la muerte del paciente. Esta 

enfermedad es heterogénea con respecto al número de parásitos (pacientes con un 
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solo parásito o con múltiples parásitos), a la localización del parásito en el SNC 

(parénquima cerebral, espacio subaracnoideo de la base o en los surcos, en el sistema 

ventricular, canal espinal e incluso puede presentarse como cisticercosis ocular), 

(Salgado et al., 1997; García y Del Brutto, 2003). La heterogeneidad también depende 

del grado de inflamación asociada con la presencia del parásito (Figura 2). 

 

1

4

2 

3 

5

 

Figura 1 Ciclo de vida de Taenia solium. Estado adulto (1). La taenia o solitaria produce 
miles de huevos, que se expulsan en la materia fecal. El cerdo se infecta al ingerir heces 
portadoras con segmentos (proglótidos) (2) o huevos (3) del parásito adulto. Cada huevo tiene 
el potencial para convertirse en un cisticerco, ocasionando la cisticercosis porcina (4). El ciclo 
se completa cuando el hombre consume carne de cerdo insuficientemente cocida e infectada 
con cisticercos y cada cisticerco tiene el potencial de convertirse en un parásito adulto (1). La 
falta de higiene y la convivencia con un portador del parásito adulto pueden ocasionar la 
ingestión de huevos por parte del humano, produciéndose la cisticercosis humana, incluyendo 
la neurocisticercosis (5). 
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654 

 3 

Figura 2. Imágenes de resonancia magnética mostrando heterogeneidad 

radiológica en la neurocisticercosis. 1) Paciente con un solo parásito; 2) paciente con 

múltiples parásitos; 3) paciente con parásitos y poca inflamación; 4) paciente con inflamación 

exacerbada; 5) paciente con un parásito en el parénquima, y 6) paciente con parásitos en los 

ventrículos (imágenes donadas por las Dras. Agnes Fleury y Graciela Cárdenas del INNN). 

 

En la heterogeneidad de la NC pueden participar diferencias en la intensidad de la 

exposición al parásito (factores de exposición), así como diferencias en las 

características biológicas del hospedero y del parásito. Con respecto al hospedero, 

evidencias clínico-radiológicas señalan la relevancia de factores etarios y sexuales 

(Saenz et al., 2006; Fleury et al., 2004), mientras que diversas evidencias 

epidemiológicas sugieren la participación de factores genéticos del hospedero (Del 

Brutto et al., 1991; Fleury et al., 2006; Verma et al., 2010). 
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Con respecto a la participación de factores del parásito implicados en la 

heterogeneidad de la NC, las variaciones genéticas encontradas entre cisticercos 

recuperados de cerdos procedentes de distintas regiones geográficas señalan su 

posible participación (Vega et al., 2003; Maravilla et al., 2003). El conocimiento de la 

variabilidad genética y expresión diferencial de genes de T. solium en cisticercos 

recuperados del SNC de humanos (con distintas presentaciones de la enfermedad) 

podría permitirnos identificar factores del parásito relacionados con la heterogeneidad 

clínica y radiológica de la NC. 

 

Prevalencia de cisticercosis humana 

Las tasas de prevalencia varían entre países endémicos, pero se estima en menos de 

1:1000 para la teniasis humana, 1-10% para la cisticercosis humana (Garcia et al., 

1998). En México se detectó NC humana en 1-5% de extensas series de autopsias 

(Villagran y Olvera, 1988; Rabiela, 1972), en 9 y 9.5% de población abierta de 

comunidades rurales del Estado de Morelos y Puebla, respectivamente, en estudios 

epidemiológicos utilizando como criterio diagnóstico los resultados de tomografía 

computarizada (TC) (Fleury et al., 2003; Fleury et al., 2006; Quet et al., 2011). La NC 

es la causa más frecuente de epilepsia en pacientes neurológicos (Del Brutto, Sotelo y 

Román, 1998), y representa la primera causa de epilepsia de inicio tardío (Suástegui-

Román et al., 1996; Medina et al., 1990). La NC aún es una enfermedad frecuente en 

México. En la principal institución hospitalaria del país que asiste a pacientes con 

patologías neurológicas, el Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, se 

demostró que su prevalencia se ha mantenido estable en 2-3% durante los últimos 15 

años (Fleury et al., 2010), y es la causa de 2.4 a 4.3% de las consultas neurológicas en 

instituciones especializadas (Jiménez-Marcial y Velásquez-Pérez, 2004). 
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Capítulo 1 

Trabajo de investigación realizado paralelamente 
 
Expresión diferencial de genes entre cisticercos procedentes de músculo 

esquelético y de diferentes regiones del sistema nervioso central del cerdo 

 

ANTECEDENTES 

 
Expresión de genes 

 

La oportunidad de estudiar la expresión de genes en parásitos y otros patógenos 

durante un proceso infeccioso es particularmente importante, porque se puede 

aprovechar el conocimiento molecular de rutas patogénicas para ahondar en el estudio 

de su función en la supervivencia o proliferación del agente infeccioso en el tejido del 

hospedero y en la búsqueda de nuevas vacunas o fármacos (Kronstad, 2006). 

 

A pesar de la importancia de T. solium en la salud pública, la sanidad alimentaria, la 

salud humana y la animal, es poco el conocimiento que se tiene sobre su biología 

molecular, especialmente en la expresión o regulación de genes. 

 

La evaluación de la expresión diferencial de genes podría contribuir críticamente al 

desarrollo de medidas terapéuticas para enfermedades multifactoriales. En este 

sentido, estudios similares han permitido identificar que niveles incrementados de 

ciertas proteínas se correlacionan con la supervivencia del parásito en su hospedero; 

por ejemplo, la acetilcolinesterasa en Nippostrongylus braziliensis (Hussein et al., 2002), 

una proteína similar a la mucina en Toxocara canis (Werner, 1782) y una glicoproteína 

que contiene fosforicolina en Acanthocheilonema viteae (Harnett y Harnett, 2001). 

Parece que el cisticerco de T. solium usa estrategias similares para manipular la 

respuesta inmune del hospedero, como la producción de una proteasa de cisteína que 

depleta linfocitos CD4 (Molinari et al., 2000) y el factor metacestoide, que inhibe la 

producción de IL-2, IFN-g e IL-4. Posibles variaciones en estas proteínas podrían estar 

involucradas en una diferente capacidad patogénica de los cisticercos. 
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Adicionalmente, los tejidos de diferentes mamíferos difieren fisiológicamente en 

términos de pH, grado metabólico y respuesta inmune efectora, entre otros factores. 

Así, diferentes combinaciones de estos factores podrían determinar ambientes 

diferenciales en los que el parásito podría instalarse y desarrollarse. Como resultado de 

estas diferencias, la expresión génica entre cisticercos que requieran diferentes 

estrategias y mecanismos para lidiar con las diferentes circunstancias que presentan los 

diferentes tejidos y hospederos pudiera ser diferente; así, diferencias en la expresión 

génica podrían reflejar e informarnos sobre las diferentes estrategias que utiliza el 

parásito en diferentes circunstancias ambientales. Por ejemplo, es factible que las 

estrategias del parásito varíen en grado importante de acuerdo con los factores 

inmunológicos que enfrente localmente, y que los genes que se expresen con mayor 

intensidad en diferencias circunstancias reflejen estrategias comunes involucradas en la 

infección. 

 

Otro aspecto cuyas bases aún se desconocen es el mecanismo que determina la 

amplia localización del cisticerco en los diferentes tejidos del cerdo y la restringida al 

sistema nervioso central en humanos (al menos en el continente americano). Esta clara 

diferencia podría deberse a diferentes variantes genéticas que afecten al humano y al 

cerdo, o bien a una localización preferencial de las oncosferas en el sistema nervioso 

central en el ser humano o a una amplia distribución similar en el humano y en el cerdo, 

pero a una supervivencia de los parásitos limitada al SNC. También podría deberse a 

una diferente capacidad de expresión de proteínas del cisticerco en ambos hospederos 

que impliquen diferentes destinos de los parásitos. 

 

Expresión diferencial de genes 

Durante un proceso infeccioso ocurre una serie de modificaciones transcripcionales 

tanto en el parásito como en el hospedero. El resultado de estas modificaciones puede 

establecer reglas particulares en la relación hospedero-parásito, capaz de determinar el 

curso de la infección. Así, las diferencias en la presentación de una enfermedad 
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infecciosa no sólo dependen de variaciones genéticas del agente infeccioso y del 

hospedero, sino del repertorio de proteínas que cada uno de ellos expresa. 

 

Algunas técnicas para estudiar la expresión genética de los organismos son la 

hibridación sustractiva (Hedrick, 1984), la transcripción inversa acoplada a la reacción 

en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (Saiki et al., 1985; Kawasaki et al., 1988), la 

secuenciación de extremos de clonas tomadas al azar de una genoteca de expresión 

(Expressed Sequence Tag, EST) (Adams et al., 1991), la expresión diferencial 

(Differential Display) (Liang and Pardee, 1992), los microarreglos de DNA (Gene 

Arrays) (Schena et al.,1995), el análisis seriado de la expresión genética (SAGE) 

(Velculeascu et al., 1995) y la técnica cuantitativa de RT-PCR en tiempo real (Higuchi 

et al., 1993). 

 

La identificación de genes del cisticerco de T. solium (procedentes de distintas 

localizaciones) expresados diferencialmente en el hospedero podría también estar 

asociada con un fenómeno inflamatorio diferencial, como se observa entre los 

cisticercos localizados en el SNC y en el músculo esquelético. La expresión diferencial 

de genes puede abordarse a través de la proteómica, o bien mediante el DD-RT-PCR 

(Differential Display Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction). 

 

El DD RT-PCR, basado en una reacción de PCR (Liang and Pardee, 1992; Stein and 

Liang, 2002) a partir de cDNA, ha resultado de utilidad para la identificación de genes 

críticos en el desarrollo de organismos (Bryant et al., 1999; Dubrovski et al., 2000), en 

la modulación de la respuesta inmune (Gao et al., 1999; Kang et al., 1996) y en el 

estudio de la relevancia de factores químicos o ambientales asociados con la expresión 

de un gen (Ma et al., 1999; Van Beneden et al., 1999). Este procedimiento también ha 

sido de utilidad para identificar diferencias específicas en la expresión de genes entre 

poblaciones de organismos muy relacionados, como en Echinococcus granulosus 

(Zhang et al., 2003), así como diferencias asociadas con la virulencia de parásitos de 

Entamoeba histolytica, “Schaudinn, 1903” (Bruchhaus et al., 2002) y Leishmania major, 

“Rusell, 1927” (Achour et al., 2002). 
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Utilizando el DD RT-PCR se han logrado identificar en E. histolytica (Bruchhaus et al., 

2002) y en T. canis y A. viteae (Harnett and Harnett, 2001) genes asociados con la 

patogenia. 

 

Con el fin de identificar genes del cisticerco de T. solium involucrados en el 

establecimiento del parásito en diferentes compartimentos anatómicos del hospedero 

intermediario, se evaluó la expresión diferencial de genes de cisticercos de diferentes 

regiones anatómicas de un cerdo mediante DD RT-PCR. 

 

En dicho trabajo se utilizó un primer de anclaje 5’-T12C-3’ para la obtención de cDNA de 

la subpoblación de mRNA que en su extremo 3’ previo a la cola de poliA termina con 

una G (guanina), así como cuatro primers de amplificación los cuales son decámeros 

de secuencia aleatoria. Se realizó el DD-RT-PCR en nueve cisticercos de cerdo (tres 

de músculo esquelético, tres de parénquima cerebral y tres del espacio 

subaracnoideo). En las reacciones de PCR para cada subpoblación de cDNA se 

utilizaron cuatro primers de amplificación. Se identificaron un total de 21 bandas 

expresadas diferencialmente (González, 2007). Cabe mencionar que las 21 bandas 

tuvieron distinta expresión en los tres cisticercos de cada localización anatómica; por 

ejemplo, de los cuatro primers de amplificación, con el primer 1 se obtuvieron 9 bandas 

expresadas diferencialmente, las cuales se expresaron en los tres cisticercos de 

espacio subaracnoideo, en los tres del parénquima y en ninguno del músculo 

esquelético; con el primer 2 se obtuvo una sola banda expresada diferencialmente, la 

cual estuvo presente en los seis cisticercos del SNC y no en los de ME. Finalmente, del 

primer 4 obtuvieron diez bandas expresadas diferencialmente, de las cuales una se 

expresa en seis cisticercos del SNC y otras dos bandas se expresan exclusivamente en 

los cisticercos de ME. Este trabajo señaló la relevancia de variaciones en la expresión 

de genes dependiendo de la localización del cisticerco, variaciones que podrían 

asociarse con diferencias en la respuesta inflamatoria que ocurre alrededor de los 

cisticercos en distintos compartimentos del hospedero. 
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JUSTIFICACIÓN 

Durante el establecimiento y el desarrollo de un parásito en el hospedero, es factible 

que aquél pueda modular el entorno para favorecer su desarrollo a través de la 

expresión de un conjunto de moléculas idóneas para tal fin. 

 

La identificación de las moléculas que modulan diferencialmente el ambiente en que el 

parásito se desarrolla permitiría identificar posibles blancos de interés para el control de 

la parasitosis. 

 

Considerando estas posibilidades y los avances alcanzados en la obtención de 

fragmentos génicos que se expresan diferencialmente entre cisticercos procedentes de 

distintas regiones anatómicas del cerdo, se completará esta fase del trabajo a través de 

la identificación y caracterización de los genes que se expresaron diferenciadamente. 

 
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Evaluar las moléculas que el cisticerco expresa diferencialmente según el ambiente en 

el que se instala y desarrolla. 

 
HIPÓTESIS 
El cisticerco de Taenia solium expresa un repertorio de RNA mensajeros relevantes 

para su establecimiento, que difiere según se localice en el en el músculo esquelético o 

en el sistema nervioso central. 

 
OBJETIVOS 
 
Objetivo general 

Identificar los genes que se expresan diferencialmente por cisticercos localizados en el 

sistema nervioso central con respecto a los localizados en el músculo esquelético. 

 
Objetivos particulares 

Confirmar la expresión diferencial de genes en cisticercos de distintas regiones 

anatómicas de un cerdo. 
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Identificar los genes a los que corresponden los RNA transcritos, diferencialmente 

expresados. 

 

Evaluar si al nivel de las proteínas se conservan las diferencias en la expresión de los 

RNAs encontrados entre los cisticercos procedentes de músculo esquelético y cerebro 

de cerdos infectados. 

 
MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Expresión diferencial de genes de cisticercos en cerdos infectados naturalmente 

En el trabajo de maestría en ciencias realizado por Antonio Ernesto González González 

(2007) se identificaron 22 bandas expresadas diferencialmente en cisticercos de 

diferentes regiones anatómicas de cerdo (ME vs. SNC) mediante el método de 

Diferential Dispaly (DD RT-PCR) reportado por Liang y Pardde (1992). 

 

De las 22 bandas identificadas como expresadas diferencialmente reportadas en 2007 

(González, 2007) se aislaron seis que cumplían la condición de estar expresadas en los 

duplicados de cada cisticerco y en tres cisticercos de cada región anatómica estudiada, 

y estar subexpresadas en la región anatómica opuesta. Así, se eligieron cuatro bandas 

del SNC y 2 de ME. Los productos de amplificación se enviaron a secuenciar, y con 

ayuda de la base de datos disponible en el NCBI y del genoma de Taenia solium se 

identificaron los genes a los que corresponden algunas secuencias. Los genes se re-

amplificaron con los primers correspondientes de anclaje (5’- AAG CTT TTT TTT TTT C 

-3’) y los primers de amplificación decámeros L1 (5’- TCG ATA CAG G -3’) y L4 (5’- 

CTG ATC CAT G -3’). Las condiciones de PCR fueron similares a las usadas en la 

sección de RT-PCR en el punto final de este análisis. 

 

Los productos de PCR se ligaron en el vector pCR2.1 de Invitrogen y se clonaron en 

células de E. coli de acuerdo con el protocolo del Anexo 3. Se aislaron cinco colonias 

blancas independientes y se pusieron a crecer toda la noche en medio LB líquido con 

antibiótico para hacer extracción de DNA plasmídico. La presencia de los insertos de 

cada ligación se confirmó y se mandaron a secuenciar dos colonias independientes en 
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el secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer PE Applied Biosystems. Este 

secuenciador se basa en un sistema automatizado de electroforesis capilar. Tiene 

capacidad de lectura para 400-600 bases por corrida y está disponible en el IIB de la 

UNAM, con los primers universales T7 forward y M13 rev. 

 

Los electroferogramas de las secuencias de cada inserto de interés se limitaron en un 

extremo por la secuencia del primer de anclaje y por el otro extremo por el primer de 

amplificación. 

 

Se realizó un Blastn (alineamiento de secuencias de nucleótidos) a las secuencias 

obtenidas de la secuenciación en el servidor de NCBI; cinco de las secuencias no 

mostraron homología con otros genes en el gene-bank, y se buscó en las bases de 

datos del proyecto de secuenciación del genoma de T. solium, en donde se logró 

identificar en la base de ESTs dos de los genes secuenciados. Las secuencias 

identificadas correspondieron a la proteína Organic Anion Transporter Protein, de 300 

pb, a la proteína Sec14Tsol, de 200 pb, previamente estudiada por Montero et al., 

2007, y a la Importin 7, de 450 pb. Todos los RNAm se expresaron en cisticercos 

procedentes del SNC y no de ME. 

 

Para confirmar la expresión diferencial de estas proteínas (Sec14TSol, Importina 7 y 

Proteína Transportadora de Aniones Orgánicos) en cisticercos de músculo esquelético 

contra los cisticercos de SNC de cerdos se diseñaron los primers para realizar ensayos 

de RT-PCR punto final y de RT-PCR en tiempo real. 

 

Obtención de cisticercos recuperados de cerdos cisticercosos naturalmente 

infectados para los estudios de RT-PCR en punto final y RT-PCR en tiempo real 

De seis cerdos naturalmente infectados se colectaron cisticercos de las dos regiones 

anatómicas: tres de ME y tres de SNC, se lavaron en PBS 1X, se secaron con papel 

filtro y se guardaron individualmente en tubos de 0.6 mL en nitrógeno líquido. Los 

cisticercos se almacenaron a –80° C hasta su utilización para la extracción de RNA 

total. Se extrajo RNA total (Anexo 2). Se realizó RT-PCR en punto final (Anexo 3) y RT-
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PCR en tiempo real a tres cisticercos de ME y tres de SNC, para confirmar la expresión 

diferencial de los tres genes identificados en los parásitos de cada condición, de 

acuerdo con los protocolos que a continuación se mencionan para cada una de las 

técnicas. 

 

qRT PCR de genes en cisticercos de cerdos 

 

Amplificación de los genes mediante la reacción en cadena de la polimerasa en 

tiempo real 

 

Para la realización de la PCR en tiempo real se empleó el termociclador LightCycler 1.5 

(Roche); el sistema de detección fue el fluorocromo SYBR® Green I. 

 

La reacción se realizó de la siguiente manera, tomando en cuenta que el volumen de 

agua y MgCl2 varió de acuerdo con el gen que se amplificó. Se llevó a un volumen final 

de 10 μL, colocando 3.8 μL de agua desionizada estéril, 1.2 μL de MgCl2 (25 mM), 1 μL 

de la mezcla de los iniciadores correspondientes (20 μM), 1 μL de la mezcla DNA 

master SYBER Green I de Roche y 3 μL de cDNA diluido 1:10 de cada una de las 

muestras a utilizar. 

 

Los capilares se colocaron en el termociclador Light Cycler® 1.5 (Roche) y se 

sometieron al siguiente programa de amplificación: 1 ciclo a 95 ºC durante 5 min, 30 

ciclos bajo las siguientes condiciones: 9 5ºC por 10 s, 56 ºC durante 10 s y 72 ºC 

durante 10 s (en este punto se realizó la medición de la fluorescencia); posteriormente 

se incrementó la temperatura de 60 ºC hasta 95 ºC a una velocidad de 0.1 ºC/s, y 

durante esta fase se midió la fluorescencia en forma continua para construir la curva de 

disociación de los productos. Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado. 

 

Los genes y los iniciadores utilizados se muestran en la Tabla 1. 
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Para analizar la eficiencia de la reacción se realizaron curvas de concentración de 

cDNA, utilizando un cDNA previamente obtenido con tres concentraciones distintas 

(concentrado, diluido 1:10 y diluido 1:100). 

 

Tabla 1. Genes amplificados en RT-PCR en tiempo real. 

Nombre del gen Secuencia de iniciadores (5’-3’) Tamaño del amplicón 

-Actina F: CAACGCTATCATGAAGTGCG 
R: TCTCCTTCTGCATACGGTCTG 

113 pb 

Sec14Tsol F: GGTGGATGAATCGAAGAGGC 
R: CGACAGCCAGTTTGACGTATG 

110 pb 

Importina7 F: TCAAGGATGCATACGCCG 
R: CAGTGTCGCTATCAACCGCTA 

117 pb 

Proteína transportadora 
de aniones 

F: AGTGGACACCCTCTGGCAT 
R: GCTGTGCCTTGCATAGCTTT 

108 pb 

 

Se obtuvieron los valores del ciclo umbral (CT) de cada una de las muestras y, 

utilizando al gen de la -actina como control, se calcularon los valores de CT de 

acuerdo con la fórmula: 

 

Ratio = 2 -CT (gen control- problema) (Pfaffi, 2001) 

 

Inmunolocalización de la proteína Sec14Tsol 

Para el caso de la secuencia que presentó un 100% de identidad con el gen Sec14Tsol 

reportado por Montero et al. (2007), se realizó un estudio de inmunolocalización para 

confirmar los resultados obtenidos, utilizando cortes histológicos de cisticercos de 

cerdos de las regiones anatómicas ME y SNC, siguiendo la metodología utilizada por 

Rosas et al. (1998). 
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RESULTADOS 

 

Expresión diferencial de genes de cisticercos de cerdo 

En estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación se encontraron 21 

amplificados de cDNA que se expresaron diferencialmente entre cisticercos 

procedentes de músculo esquelético y procedentes del cerebro de un cerdo infectado 

naturalmente con cisticercos de T. solium. Las bandas se extrajeron y sólo las 

secuencias de seis bandas pudieron se reamplificarse, ligarse y clonarse exitosamente. 

Los productos de amplificación se secuenciaron por duplicado. 

 

Al hacer blast en el servidor del “Gene Bank” de las seis secuencias, sólo una de las 

seis mostró homología con una secuencia previamente reportada. Esta secuencia 

corresponde a la proteína de unión a lípidos (Sec14Tsol), que se expresó en cisticercos 

del SNC y no cisticercos de músculo esquelético. La proteína Sec14Tsol puede tener 

funciones en el tráfico de lípidos en la membrana del cisticerco (Montero et al., 2007). 

 

Las otras cinco secuencias, al no mostrar homología con moléculas reportadas en 

Gene Bank, se analizaron utilizando las bases de datos del proyecto del genoma de T. 

solium; sólo se identificaron dos secuencias: la proteína de transporte aniónico (TAO) y 

la Importina 7. 

 

En los ensayos de RT-PCR punto final no se encontró que la expresión de los genes 

fuera diferencial en los dos distintos tejidos, mientras que a través de los ensayos de 

RT-PCR en tiempo real se encontró que el gen Sec14Tsol se encuentra 

sobreexpresado en cisticercos de SNC y del ME, mientras que los genes de Importina 

7 y Proteína Transportadora de Aniones se encuentran subexpresados en cisticercos 

procedentes de ambos tejidos, aunque para el gene TAO se observó una mayor 

expresión en cisticercos procedentes de ME con respecto a los procedentes del SNC 

(Figuras 3 y 4). 
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Al hacer el análisis de expresión de los tres genes de parásitos del SNC con respecto a 

los de ME, encontramos que al gen Sec14Tsol está sobreexpresado hasta 8 veces más 

que los otros dos genes (Figura 4). 

 

Considerando que de los tres genes considerados sólo uno había sido previamente 

estudiado, por el grupo de la Dra. Teresa Gárate, en España (Sec14Tsol), para 

ahondar en el estudio de la expresión diferencial se estableció una colaboración con la 

Dra. Gárate, quien nos proporcionó el anticuerpo policlonal anti-Sec14 Tsol. Se realizó 

la inmunolocalización de la proteína Sec14 Tsol en cisticercos de músculo esquelético 

y SNC de cinco cerdos naturalmente infectados usando el anticuerpo policlonal a una 

dilución de 1:5000, de acuerdo con el protocolo reportado por Rosas et al. (1998), 

encontrando un resultado contrario a lo obtenido en el DD RT-PCR, ya que el transcrito 

se encontró sobreexpresado en cisticercos de SNC y subexpresado en cisticercos de 

músculo esquelético, y en la inmunolocalización se observó poca o nula señal de la 

proteína en cisticercos de SNC y con una buena señal en cisticercos de músculo 

esquelético (Figura 5). 
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Figura 3. Expresión diferencial de genes mediante RT-PCR en tiempo real 

logarítmica. Gráfica del nivel de expresión diferencial de los genes Importina 7, 

Sec14Tsol y Proteína Transportadora de Aniones Orgánicos. Se muestra el nivel de 

expresión de cada gen en parásitos de las dos localizaciones anatómicas de los 

cerdos. Se observan de forma logarítmica, por lo que el gen Sec14Tsol se expresa en 

mayor proporción que los genes Importina 7 y Transportadora de Aniones Orgánicos. 

Los tres genes muestran menor expresión en los parásitos de ME. 
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Figura 4. Expresión diferencial de genes mediante RT-PCR en tiempo real. Gráfica 

del nivel de expresión diferencial de los genes Importina 7, Sec14Tsol y Proteína 

Transportadora de Aniones Orgánicos con referencia al gen de expresión constitutiva 

β-actina. 
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Figura 5. Imágenes de inmunlocalización de proteína Sec14 Tsol. Se muestran las 

imágenes representativas de ensayos de inmunolocalización con el anticuerpo 

policlonal hecho en conejo antiproteína Sec14 Tsol. La proteína se localizó en 

cisticercos de músculo (+) al nivel del tegumento del cisticerco, en cisticercos de 

encéfalo (+). No se detectó la proteína utilizando un suero de conejo no inmunizado 

(control negativo) para ambos casos. 
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DISCUSIÓN 

 

El objetivo de esta parte del trabajo de investigación consistió en evaluar y confirmar la 

expresión diferencial de genes de cisticercos procedentes del SNC y del ME. Se sabe 

que la expresión de genes depende no sólo de variaciones genéticas, sino también de 

modificaciones postranscripcionales. Considerando las variaciones en la manifestación 

de la respuesta inflamatoria en cisticercos localizados en el SNC con respecto al ME, 

nos preguntamos si estas variaciones en la respuesta podrían asociarse con 

variaciones en la expresión de proteínas del parásito que promovieran una respuesta 

inflamatoria diferente. Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación 

mostraron a través de DD RT-PCR que los cisticercos de T. solium procedentes del 

cerebro de cerdos infectados mostraban un patrón de transcripción de genes diferente 

de aquellos recuperados del ME. Estas diferencias se centraron en la expresión de 21 

bandas, de las cuales sólo en seis (cuatro en cisticercos del SNC y dos en los de ME) 

pudo recuperarse, reamplificarse, clonarse y secuenciarse el material genético. De las 

seis bandas sólo pudo identificarse la proteína de tres de ellas, que corresponden a la 

proteína Sec14Tsol, la Importina 7 y la Proteína Transportadora de Aniones Orgánicos. 

De las tres proteínas mencionadas concentramos el estudio en la proteína Sec14Tsol, 

considerando que es una proteína importante en la unión de lípidos y podría participar 

en el tráfico de este tipo de moléculas a la membrana. 

 

Los cisticercos recuperados del SNC del cerdo mostraron una expresión diferencial del 

transcrito de esta proteína, mientras que los cisticercos recuperados de ME no la 

presentaron. Estos datos se confirmaron mediante PCR en tiempo real. Para evaluar la 

expresión diferencial al nivel de la proteína se realizó un ensayo inmunohistoquímico en 

cortes de cisticercos recuperados de ambos tejidos. Los estudios por 

inmunohistoquímica no confirmaron los hallazgos del DD RT-PCR y RT-PCR en tiempo 

real. Esta discrepancia entre la expresión del transcrito y de la proteína podría deberse 

a que el transcrito tiene mecanismos de regulación, como modificaciones 

postraduccionales, o a que en el encéfalo hay mayor cantidad de lípidos que en el 

músculo esquelético y que por interacciones lípidos-proteína (Sec14 Tsol) los sitios que 
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son blanco del anticuerpo policlonal para la proteína no sean reconocidos por éste y no 

se detecte la proteína en los cisticercos del encéfalo de los cinco cerdos, por lo cual hay 

que confirmar la expresión diferencial de este gen mediante RT-PCR al nivel del 

transcrito o al nivel de la proteína con una inmunolocalización con microscopía de 

transmisión de electrones como la reportada por Gobert et al. (1996). 

 

La expresión diferencial del transcrito de Sec14Tsol pueden deberse al microambiente 

de cada cisticerco, ya que entre los hospederos existe heterogeneidad nutricional, 

distinta carga genética, dimorfismo sexual, respuesta inmune e incluso que los parásitos 

son de diferente estirpe, por lo que estas variables podrían influir en la expresión de 

genes de cada individuo evaluado. En otros parásitos se ha encontrado que la 

variabilidad genética puede definir factores como la virulencia, el ciclo de vida, el 

hospedero y la resistencia a fármacos (Thompson et al., 1996), pero en este caso, al 

ser los parásitos genéticamente iguales, variaciones en su expresión de proteínas, 

capacidad patogénica o resistencia a fármacos pudiera deberse a factores 

microambientales propios del tejido más que a diferencias genéticas del parásito. 
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Capítulo 2. Identificación de factores genéticos del cisticerco de Taenia solium 
relacionados con su localización y su grado inflamatorio en la neurocisticercosis 
 

ANTECEDENTES 

 

Aspectos evolutivos y de variabilidad genética del género Taenia 

Taenia solium pertenece al grupo de los eucéstodos, que se caracterizan por requerir 

dos mamíferos en su ciclo de vida como hospederos obligatorios: un herbívoro u 

omnívoro como hospedero intermediario, y un carnívoro como hospedero definitivo. 

Evidencias filogenéticas indican que el género Taenia afectó a homínidos africanos 

antes de que ocurriera la domesticación y el desarrollo de la agricultura. Se ha 

propuesto que el ancestro común del genero Taenia pudo haber surgido desde hace un 

millón de años en herbívoros de África como antílopes, pudiendo haber sido los 

hospederos intermediarios leones y hienas que se alimentaban de estos herbívoros 

(Hoberg et al., 2001). Desde África el parásito fue llevado por sus hospederos a otros 

continentes, como Europa y Asia y posteriormente a América. A la fecha se han 

reportado 42 especies y tres subespecies en el género, clasificadas con base en los 

hospederos a los que infectan en el estado larvario, en la fase adulta del parásito y en 

sus características morfológicas. De estas 42 especies, las más estudiadas son las que 

afectan al hombre en su fase adulta (Taenia solium, Linnaeus 1758; Taenia asiática, 

Eom and Rim, 1993, y Taenia saginata, Goeze, 1782), siendo el hospedero 

intermediario obligatorio el cerdo para las dos primeras y los bovinos para Taenia 

saginata. Esto debido a su impacto en la salud pública, la sanidad alimentaria, la salud 

humana y animal. 

 

La distribución actual, la biología y la relación hospedero-parásito de T. solium, T. 

saginata, T. asiatica y otras especias del género Taenia pueden deberse a las historias 

de asociación con sus respectivos hospederos y a la historia de distribución geográfica 

de éstos, ya que se ha descrito una relación monofilética entre las especies del género 

cuando se compararon con la especie más antigua Taenia mustelae (Gmelin, 1790). 
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La hipótesis más aceptada acerca de la parasitosis en humanos por especies del 

género Taenia dice que se estableció en forma definitiva con la domesticación del 

hospedero intermediario, en especial el cerdo, inicialmente en Asia y luego en el resto 

del mundo (Larralde & Aluja, 2006; Hoberg et al, 2001). Las 42 especies de tenia (con 

tres subespecies) han realizado diferentes saltos interespecie para llegar a su 

hospedero definitivo, pasando por mustélidos, felinos, armadillos, cánidos y hienas 

(Hoberg, 2006). 

 

Algunos resultados de inferencias filogenéticas sugieren que T. solium emergió de 

ancestros adquiridos en relaciones hospedero-parásito entre cerdos-hienas, mientras 

que T. saginata emergió de ancestros adquiridos de las relaciones hospedero-parásito 

existentes entre bovinos-felinos. Así mismo, se sabe que T. saginata y T. asiatica son 

especias hermanas que divergieron aproximadamente hace un millón de años (Hoberg, 

2001; Michelet and Dauga 2012), mientras que los genotipos mitocondriales 

africano/americano y asiático de T. solium divergieron hace 359 000 años. 

 

En México sólo se ha reportado la presencia de dos especies del género Taenia: T. 

solium y T. saginata. Se ha documentado que T. solium llegó al Nuevo Mundo hace al 

menos 500 años, traída por los conquistadores europeos (Crosby, 1972), consolidando 

su presencia biológica en México a través de la explosión numérica de sus hospederos 

intermediarios (cerdo) y definitivos (humano). 

 

Un caso particular lo constituye T. asiática, una especie que al igual que T. solium 

afecta al ser humano produciendo NC con manifestaciones clínicas muy similares, 

aunque se caracteriza por invadir preferentemente el tejido subcutáneo de los humanos 

afectados. Taenia asiatica fue descrita con base en la morfología del estadio larvario y 

adulto, y apenas en 1994 se reconoció como una nueva especie con base en los 

estudios de la secuencia del dominio (D1) del gen que codifica para la subunidad 

mayor del RNA ribosomal 28S, del gen mitocondrial citocromo C oxidasa 1 (Cox 1) y de 

la evaluación mediante RFLPs PCR de la región espaciadora transcrita 1 (ITS1) de los 

genes ribosomales (McManus and Bowles, 1994; Bowles and McManus, 1994). 
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Marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares constituyen una herramienta necesaria en muchos 

campos de la biología, como el estudio de la evolución, la ecología, la biomedicina, las 

ciencias forenses y la diversidad. Además se utilizan para localizar y aislar genes de 

interés. En la actualidad existen varias técnicas moleculares que nos permiten conocer 

de manera indirecta las proporciones de genes en las poblaciones naturales, como los 

análisis de proteínas, o de manera directa con estudios de DNA. Los diferentes tipos de 

marcadores se distinguen por su capacidad para detectar polimorfismos en loci únicos o 

múltiples, y son de tipo dominante o codominante (Simpson, 1997). 

 

DNA mitocondrial (mtDNA) 

El genoma mitocondrial (mtDNA) codifica para 12 o 13 subunidades de enzimas 

mitocondriales de la cadena de fosforilación oxidativa, dos RNAr y 22 RNAt (Nakao et 

al., 2000). El mtRNA de animales carece de intrones y se transcribe como RNA 

policistrónico, que se parte en RNA monocistrónico antes de la traducción (Stansfield, 

1992). El DNA de la mitocondria es especialmente importante para trazar historias 

filogeográficas y de estructura poblacional genética, estrechamente relacionada con el 

linaje, porque es de herencia uniparental y no se recombina. También nos permite 

inferir cambios demográficos y de dispersión entre especies (Dirienzo and Wilson, 

1991). Los ejemplos usados en taénidos son la NADH deshidrogenasa subunidad 1 

(ND1), citocromo oxidasa subunidad 1 (CO1) y el citocromo B (Cytb) (Gasser et al., 

1999). 

 

DNA nuclear (nDNA) 

En eucariontes, la mayor parte de la información genética se encuentra contenida en el 

núcleo de la célula. El nDNA se encuentra empaquetado y asociado a proteínas 

denominadas histonas, conformando los cromosomas. El nDNA contiene regiones 

únicas de una sola copia y no únicas duplicadas o regiones repetitivas (Stansfield, 

1992). Se considera que los organismos diploides tienen dos copias de cada región 

genética (locus) en los pares homólogos de los cromosomas, llamadas alelos, sin tener 
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en cuenta si contienen regiones codificantes (exones) o no codificantes (intrones o 

regiones intergénicas). En los taénidos se ha reportado el uso de los marcadores 

nucleares como el ITS1, el HDP2 y recientemente del gen Ag2 (Bowles and McManus, 

1994; Harison et al., 1990; Sato el al., 2011). 

 

DNA ribosomal (rDNA) 

El rDNA puede encontrarse en mitocondrias, cloroplastos y núcleos. Contiene la 

información para el RNA que conforma los ribosomas, por lo que es información que se 

transcribe pero no se traduce. El rDNA se presenta en repeticiones tándem y está 

formado por tres subunidades altamente conservadas (18 rDNA, 5.8 rDNA y 28 rDNA), 

separadas por dos espaciadores con elevadas tasas de sustitución (ITS1 e ITS2). Estas 

repeticiones en tándem se encuentran conservadas a lo largo de todo un genoma y 

evolucionan concertadamente, lo que se atribuye a eventos recombinatorios como 

entrecruzamiento desigual y conversión génica. Bowles and McManus (1994) utilizaron 

el ITS1 por primera vez en taénidos. 

 

RAPDs 

Los polimorfismos de DNA amplificados al azar (RAPDs, de las siglas en inglés 

Random Amplification of Polymorphic DNA) son marcadores que amplifican 

aleatoriamente segmentos de DNA en una gran variedad de especies. Los RAPDs se 

basan en la probabilidad estadística de que se presenten sitios complementarios al 

oligonucleótido de 10 pares de bases (pb) a lo largo del genoma. El polimorfismo de las 

bandas entre individuos se debe a cambios en la secuencia de los nucleótidos en los 

sitios de acoplamiento del oligonucleótido, y por inserción o deleción de los fragmentos 

en estos sitios (Williams et al., 1990). 

 

Los RAPDs son útiles en la elaboración de mapas genéticos, en el estudio de 

parentesco y en el análisis de la estructura poblacional, ya que ayudan a estimar el 

tamaño efectivo, el aislamiento reproductivo y los niveles de fecundación cruzada 

(Otero et al., 1997; Parker et al., 1998). Una aplicación paralela es la detección de 
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uniformidad genética con un marcador eficiente y rápido, lo cual puede ser útil en la 

determinación de estabilidad en programas de reforestación (Otero et al., 1997). 

 

RFLPs 

El análisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLPs, de 

las siglas en inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) fue el primer marcador 

de DNA utilizado por biólogos poblacionales (Parker et al., 1998). Este método expresa 

diferencias específicas del DNA que fueron reconocidas por enzimas de restricción 

particulares (endonucleasas). Cada una de las endonucleasas (de origen bacteriano) 

reconoce y corta solamente una secuencia específica de bases nitrogenadas en el 

DNA, siempre y cuando éstas no estén protegidas (metiladas). Por consiguiente, 

cualquier DNA que no esté metilado puede ser reconocido y cortado en fragmentos de 

longitud definida; y cualquier mutación dentro de esos sitios podría cambiar el patrón 

del fragmento y permitir que se detecte un RFLP al comparar dos o más genomas 

(Valadez and Kahl, 2000). 

 

RFLP-PCR 

Los RFLPs son causados por rearreglos del DNA, tales como pérdidas, inserciones o 

sustituciones de secuencias o nucleótidos únicos, lo que genera una ganancia o 

pérdida de sitios de restricción. Esto se detecta a través de diferencias en el peso 

molecular de los fragmentos homólogos de restricción del DNA genómico. Con el 

producto amplificado de PCR se realiza una digestión con diferentes enzimas de 

restricción. Los fragmentos resultantes de la digestión se separan por electroforesis en 

geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio, o de acrilamida teñidos con nitrato de 

plata (Karl et al., 1992); este método es más barato y rápido que el anterior. 

 

Secuenciación de DNA 

Los análisis más detallados para el estudio de DNA pueden obtenerse secuenciando la 

región de interés para diferentes individuos; actualmente, el uso de secuencias es muy 

común. Un área donde se ha utilizado ampliamente la secuenciación del DNA es el 

análisis de genética de poblaciones y problemas taxonómicos. Este método incluye 
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cuatro pasos: i) identificar secuencias que tengan la variación necesaria; ii) aislar y 

purificar un número elevado de copias de la secuencia (ya sea por clonación o 

amplificación); iii) secuenciar, y iv) alinear la secuencia. 

 

De los marcadores moleculares mencionados anteriormente se han utilizado diferentes 

secuencias para evaluar relaciones filogenéticas, epidemiología molecular y la 

variación genética en céstodos de los géneros Echinococcus y Taenia, tanto en 

parásitos de muestras clínicas como en huevos de taénidos (McManus, 2006). 

 

Para el diagnóstico diferencial de T. solium y T. saginata se mencionan a continuación 

diferentes estudios en los que se han utilizado técnicas de biología molecular, tales 

como sondas de DNA (ácido desoxirribonucleico) y PCR. En 1990, Harrison et al. 

clonaron dos sondas de DNA no codificante, HDP1 y HDP2, a partir de una genoteca 

genómica de T. saginata que permitieron, mediante hibridación, la identificación 

diferencial de los dos taénidos que infectan al hombre. Igualmente, Chapman et al. 

(1995) clonaron a partir de genotecas genómicas de T. solium y T. saginata dos 

sondas, pTsol-9 y pTsag-16, específicas de T. solium y T. saginata, respectivamente, 

logrando distinguir entre las dos especies. 

 

La primera PCR aplicada para diferenciar especies de Taenia fue desarrollada por 

Gottstein et al., en 1991, la que identificaba específicamente a T. saginata. 

Posteriormente otros grupos optimizaron PCRs que diferenciaban T. saginata de T. 

saginata asiatica (Zarlenga et al., 1991; Bowles and McManus, 1994). En cuanto a T. 

solium, a partir de la secuencia de la sonda de HDP2 (Harrison et al., 1990) se diseñó 

una “multiplex PCR” que permitió la realización de un diagnóstico diferencial especie 

específico de T. solium y T. saginata. (González et al., 2000; González et al., 2002a). 

 

Esta PCR se utilizó para la identificación de aislados de tenias procedentes de distintas 

zonas geográficas (González et al., 2002b). Paralelamente, Mayta et al. (2000) 

propusieron la detección diferencial de T. solium y T. saginata mediante una PCR-RFLP 

(PCR-restriction fragment length polymorphism), basada en la amplificación del gen 
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5.8S ribosomal, además de los espaciadores intergénicos ITS1 e ITS2, y la digestión 

posterior con las enzimas Alu I, Dde I y Mbo I. En ese periodo se desarrolló una PCR-

RFLP que amplifica la secuencia 12S ribosomal del DNA mitocondrial, seguido por 

digestión con la enzima Dde I, que distingue a T. solium de T. saginata (Rodríguez-

Hidalgo et al., 2002). Finalmente, en los últimos años la técnica PCR no sólo se ha 

empleado en la detección de infecciones producidas por T. saginata y T. solium sino 

también en el estudio de la variabilidad génica inter- e intraespecie en diferentes 

aislados geográficos de ambos parásitos. Así, Hancock et al. (2001) amplificaron y 

secuenciaron, de forma parcial, el gen CO1, el espaciador trascrito interno 1 (ITS1) y el 

gen que codifica el antígeno diagnóstico Ts14 (Tsang et al., 1989; Greene et al., 1999, 

2000) a partir de DNAg de cisticercos extraídos de cerdos originarios de Perú, 

Colombia, México, India, China y Filipinas. La variación encontrada al nivel nucleotídico 

fue mínima entre aislados geográficos de T. solium cuando se emplearon marcadores 

moleculares CO1 y Ts14; también fueron mínimas las diferencias obtenidas con el 

marcador ITS1. Además estas variaciones se establecieron entre los cisticercos de un 

mismo país y no entre los distintos aislados geográficos. 

 

Por otro lado, las secuencias de DNA mitocondrial de los genes citocromo c oxidasa 1 

(Cox 1) y NADH deshidrogenasa 1 (Nadh1) se han utilizado ampliamente en biología 

evolutiva, genética de poblaciones y filogenética en los géneros Echinococcus y 

Taenia. En los genes de Cox 1 y Nadh1 se han identificado nueve genotipos de la 

especie E. granulosus, del G1 al G9, con diferente grado de virulencia, en una misma o 

diferentes especies de hospederos (Bowles et al., 1992, 1994; Bowles and McManus, 

1993, 1994; Scott and McManus, 1994; Scott et al., 1997). Utilizando los genes 

mitocondriales Cox 1 y Cytb se definieron dos genotipos en T. solium, el asiático y el 

afroamericano (Nakao et al., 2002). 

 

Recientemente se ha confirmado la descripción de estos dos clados geográficos de T. 

solium (Nakao et al., 2002) a nivel nuclear (Sato el al., 2011) al identificar en el gen 

Ag2, que codifica a un antígeno de glicoproteínas usado para inmunodiagnóstico, tres 

sitios con sustituciones nucleotídicas en el intrón 1 del gen en las posiciones 50, 51 y 
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55, que se correlacionan con las diferentes localizaciones geográficas de los parásitos 

(Figura 6). 

 

Si bien no se ha explorado la posible relevancia de la variabilidad genética en 

cisticercos de T. solium y la enfermedad, su existencia se ha documentado 

extensamente utilizando la técnica de RAPDs, mediante la cual se encontraron 

diferencias genéticas entre cisticercos de T. solium provenientes de diferentes áreas 

geográficas, tanto entre cisticercos del Centro y el Sureste de México y de Madagascar 

(Vega et al., 2003), como entre cisticercos de México y Centroamérica (Maravilla et al., 

2003). Estudios anteriores confirmaron la existencia de variabilidad genética aun en 

cisticercos de una misma región geográfica (Bobes et al., 2010). Aunque no se ha 

explorado si estas diferencias podrían participar en la heterogeneidad de la 

enfermedad, la existencia de diferentes formas de cisticercosis, en particular en el 

humano, en las diferentes regiones comparadas (México, Madagascar, Tanzania y 

Honduras) permite suponer la factibilidad de esta hipótesis. 

 

La posibilidad de que diferentes subpoblaciones del parásito puedan infectar al cerdo o 

al hombre se exploró más recientemente comparando la variabilidad genética de los 

parásitos obtenidos de hospederos humanos con NC con la de parásitos provenientes 

de cerdos cisticercosos (Hinojoza-Juárez et al., 2008). Utilizando una muestra de 13 

cisticercos procedentes de pacientes con NC y de 24 cisticercos procedentes de cerdos 

infectados, los autores concluyeron que hay similitud entre los parásitos de humanos y 

de cerdos mediante la evaluación de los genes Cox1 e ITS1. 
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Figura 6. Estructura del producto de PCR secuenciado del gen Ag2 de T. solium. 

Se observan las sustituciones nucleotídicas en el intrón 1 del gen Ag2, identificadas en 

muestras de T. solium de diferentes regiones geográficas del mundo, que las agrupan en dos 

clados en concordancia con los clados de genes mitocondriales (Sato et al., 2011). 

 

La variabilidad genética se evaluó también en un estudio pareado genético-

inmunológico. Barcelos et al. (2012) evaluaron la reactividad mediante ELISA de sueros 

de pacientes con NC y sueros de cerdos cisticercosos en cuatro áreas de Brasil 

(Distrito Federal, Bahia, Minas Geris y São Paulo) y relacionaron estos datos con las 

diferencias genéticas de cisticercos de cerdos obtenidas mediante RAPDs. Se encontró 

una alta reactividad de los sueros de humanos con los parásitos del Distrito Federal de 

Brasil y una mayor diferencia genética entre cisticercos del Distrito Federal y cisticercos 

de Bahia, Minas Geris y São Paulo, información que consolidó la existencia de 

diferentes linajes de cisticercos de T. solium en diferentes regiones de Brasil. Estos 

resultados confirman la variabilidad genética entre cisticercos dentro de un mismo país, 

como fue inicialmente propuesto por Vega et al. (2003) y Maravilla et al. (2003) en 

México. 

 

La variabilidad genética en algunos parásitos puede reflejarse en características como 

la virulencia, la tasa de crecimiento, la especificidad por el hospedero, el ciclo de vida, 

la sensibilidad a los fármacos y el metabolismo (Thompson and Meloni, 1993). Así, en 

E. granulosus se ha reportado que la variabilidad genética resulta en la existencia de 
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diferentes cepas del parásito que difieren en características fenotípicas que afectan el 

ciclo de vida, la especificidad del hospedero, la tasa de desarrollo, la virulencia, la 

antigenicidad y la sensibilidad a agentes quimioterapéuticos relevantes en la dinámica 

de transmisión, la epidemiología y el control de la enfermedad (Thompson and 

McManus, 2002). 

 

Filogeografía y biogoegrafía de Taenia solium 

La filogeografía enfatiza aspectos históricos de la distribución espacial actual de linajes 

de genes utilizando información temporal (histórica) que ha sido posible obtener a partir 

del uso y análisis de la información contenida en las moléculas de DNA. Esto es, trata 

de interpretar la extensión y el modo en que los procesos demográficos históricos han 

dejado marcas evolutivas en la distribución geográfica actual de caracteres 

genéticamente basados (Avise, 2000). 

 

Taenia solium presenta baja variabilidad genética para estudios de biogeografía 

(Hancock et al., 2001), aunque es una especie con polimorfismos, ya que se han 

reportado dos genotipos mitocondriales: el africano/americano y el asiático (Nakao et 

al., 2002; Michelet et al., 2010). El bajo nivel de variación genética en los marcadores 

moleculares utilizados no impide su uso como marcadores biogeográficos, ya que se 

han utilizado con este fin, identificando la presencia de los dos genotipos mitocondriales 

de T. solium en Madagascar (Michelet et al., 2010). 

 

En este trabajo, Michelet et al. (2010) reportan que en Madagascar se colectaron 13 

muestras (cisticercos), de las cuales dos presentaron genotipo mitocondrial 

africano/americano, y el resto genotipo asiático. Estos hallazgos pueden deberse a la 

historia de Madagascar, ya que se sabe que ha tenido influencia de países africanos y 

asiáticos desde su colonización hace 2000 años, y esta hipótesis la apoya el hecho de 

que la lengua hablada en Madagascar (el malgache) tiene características o fonemas de 

ambos continentes. 
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Recientemente, otro reporte ha mostrado la similitud entre las muestras colectadas en 

Madagascar, en las cuales se comparó la secuencia del gen Cox1 con muestras de 

América Latina, encontrando que dos de tres muestras de México formaron un grupo 

con muestras de Camerún y Brasil, mientras que otro grupo de 36 muestras de México 

se agrupó con muestras de Tanzania y Ecuador. Estos resultados, sugieren los autores, 

muestran que en México coexisten tres poblaciones de T. solium y que hubo múltiples 

arribos de esta especie a América Latina, basándose en secuencias de los genes 

mitocondriales Cox1 y Cytb (Michelet et al., 2011). Utilizando el marcador molecular 

ITS1 también se encontró que muestras de origen mexicano se agrupan con muestras 

colectadas en Filipinas (Hinojosa-Juarez et al., 2008). Vega et al. (2003) reportaron 

resultados similares de variabilidad genética al analizar por medio de RAPDs cisticercos 

de T. solium colectados de cerdos de dos regiones de México y de Madagascar. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Las características de una enfermedad parasitaria pueden establecerse con base en 

los rasgos genéticos particulares tanto del hospedero como del parásito. Si bien se ha 

comenzado a explorar el genoma del hospedero, la relevancia de factores genéticos 

del parásito para modular la expresión de la enfermedad no se ha estudiada aún. 

 

La información generada en este proyecto contribuirá a aumentar nuestro conocimiento 

sobre los factores genéticos del parásito que podrían participar en la heterogeneidad de 

la neurocisticercosis, y nos permitirán generar hipótesis en la fisiopatología de la NC. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Se desconoce si la variabilidad genética de cisticercos de T. solium alojados en el SNC 

humano podría estar asociada con la heterogeneidad demográfica, clínica y radiológica 

de los pacientes con NC. 

 

HIPÓTESIS 

 

La variabilidad genética en cisticercos de T. solium aislados de humanos se asocia con 

las diferentes formas clínico-radiológicas que presentaron los respectivos pacientes con 

NC. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Determinar si las variaciones genéticas de los cisticercos de T. solium se asocian a las 

variables demográficas, clínico-radiológicas de los pacientes con NC. 

 

Objetivos particulares 

 Describir la variabilidad de la secuencia del gen mitocondrial de citocromo b 

(Cytb) de cisticercos provenientes de pacientes con NC con diferentes 

presentaciones clínicas y radiológicas. 

 Evaluar la asociación de la variabilidad genética del gen mitocondrial de 

citocromo b (Cytb) de cisticercos provenientes de pacientes NC con las variables 

clínico-radiológicas de los casos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El desarrollo de este proyecto incluyó una fase de colección de las muestras de 

parásitos para realizar los estudios. 

 

Universo de trabajo 

Cisticercos obtenidos de pacientes NC que fueron sometidos a extracción quirúrgica de 

los cisticercos, siguiendo los criterios propios de cada institución médica participante. 

 

Selección de la muestra 

 

a) Debido a que no se dispone de información suficiente para calcular un tamaño 

de muestra, y que el tipo se estudio es observacional, el presente protocolo 

se planteó como estudio piloto. La secuencia y el análisis de los genes 

mitocondriales Cytb se realizó en 28 cisticercos (quistes únicos o múltiples) 

obtenidos de 12 diferentes pacientes con diagnóstico confirmado de NC. 

b) Criterios de selección de pacientes con NC 

a. Criterios de inclusión: Pacientes con NC con cisticercos localizados en 

diferentes compartimentos del SNC que de acuerdo con los criterios del 

servicio de neurología, neurocirugía y urgencias del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía Dr. Manuel Velasco (INNN MV) y del servicio 

de neurología, neurocirugía y la unidad de investigación médica en 

enfermedades neurológicas del Hospital de Especialidades del Centro 

Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, fueron sometidos a extracción 

quirúrgica de los cisticercos. Todos los cisticercos utilizados en este 

trabajo provinieron de pacientes que autorizaron el uso de los cisticercos 

para este propósito por medio de carta de consentimiento informado. 

b. Criterios de no inclusión: Pacientes con neurocisticercosis que fueron 

sometidos a extracción quirúrgica de los cisticercos y que no aceptaron 

participar en el estudio. 
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c. Criterios de exclusión: Pacientes que fueron sometidos a un 

procedimiento quirúrgico con un diagnóstico diferente a NC, pero que 

durante la cirugía se les extrajo un cisticerco quirúrgicamente y que no 

aceptaron participar en el estudio posteriormente a la obtención de la 

muestra. 

 

Procedimientos 

 

Pacientes 

Los pacientes incluidos en este estudio acudieron a la unidad de investigación médica 

en enfermedades neurológicas y a los servicios de neurología y neurocirugía del 

Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI y el INNN MV. Se 

invitó a participar a todos los pacientes con NC confirmada y que requirieron extracción 

quirúrgica de los parásitos, de acuerdo con la evaluación independiente de los médicos 

adscritos a esos servicios, sin que se aplicara alguna indicación quirúrgica especial 

para este proyecto de investigación. 

 

Aunque este estudio no requirió como parte del mismo la evaluación y el seguimiento 

posterior de los pacientes porque la observación se realizó en los parásitos, los 

pacientes continuaron recibiendo la atención habitual de los servicios participantes. 

 

La información clínico-radiológica de cada paciente se colectó posteriormente, cuando 

el material necesario estuvo disponible en los archivos de las instituciones 

participantes. 

 

Extracción de DNA de cisticercos de humanos 

Se purificó DNA para evaluar la variabilidad genética de la secuencia del gen Cytb de 

los cisticercos recuperados de SNC de humanos. Los cisticercos se lavaron 

exhaustivamente con PBS y se secaron con una toalla de papel estéril. Se congelaron 

en nitrógeno líquido y se conservaron de forma individual, y se almacenaron a –80 °C 

hasta su utilización. 
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El DNA se extrajo mediante el Kit DNeasy Blood and Tissue de Qiagen (Cat. No. 

69504) como se describe en el protocolo del Anexo 4. 

 

Amplificación de genes Cytb de cisticercos 

La amplificación del gen Cytb se hizo mediante la técnica de PCR (ver el protocolo en 

el Anexo 5). Los oligonucleótidos utilizados fueron cytb-F 5’-

ATAAACTGATAGATTGTGGTTC-3’y cytb-R 5’-CATATGACTGTCTAATGAAGAAAA-3’, 

de acuerdo con lo reportado por Nakao et al. (2002). 

 

Los productos de PCR del marcador Cytb se ligaron en el vector pCR 2.1 de Invitrogen 

(Anexo 6) se clonaron en células químicamente competentes de la cepa INVαF’ E. coli. 

Entre las colonias que crecieron y fueron de color blanco se eligieron tres colonias 

independientes. Se hicieron crecer en medio LB amp+ durante toda la noche y se 

realizó la miniprep para extraer DNA plasmídico (Anexo 7). Los DNA plasmídicos 

obtenidos se trataron con la enzima de restricción EcoR1 para comprobar la presencia 

del inserto de interés (anexo 8). El DNA plasmídico se mandó secuenciar en el 

secuenciador Perkin Elmer/Applied Biosystems Modelo 3730 disponible en el Instituto 

de Biotecnología de la UNAM. 

 

Análisis estadísticos del gen Cytb de cisticercos y asociación con las 

manifestaciones clínicas de pacientes 

Ambas secuencias obtenidas de las reacciones de secuenciación, tanto la sentido 

como la antisentido del marcador Cytb se ensamblaron manualmente, y utilizando el 

programa Bioedit (Hall, 1999) se editaron para obtener la secuencia completa de 1068 

bases. El conjunto de secuencias se alineó con el software Clustal X 1.83 (Thompson 

et al., 1997). 

 

Se determinó el número de haplotipos en las secuencias del gen Cytb mediante el 

programa Network (Bandelt, 1999) y se obtuvo el modelo evolutivo más apropiado para 

este conjunto de 28 secuencias mediante el programa Modeltest (Posada y Crandall, 
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2001). Se realizó el análisis filogenético usando el método de máxima verosimilitud 

(ML) usando como modelo evolutivo Felstenstein 81 (Felsenstein, 1981) con un 

bootstrap de 10000 réplicas, en la versión disponible en línea aLRT-PhyML en la 

siguiente dirección: http://atgc.lirmm.fr/phyml/ (Guindon y Gascuel, 2003). 

 

Los análisis de asociación se realizaron usando el software NTSyS (Rohlf, 1998) 

NTSYS-pc: Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System. Versión 2.01. 

Setauket, New York, USA: Exeter Software) con los que se construyeron matrices de 

distancia de las variables demográficas, clínicas y radiológicas para confrontarlas con 

las matrices de distancia genética de las variables de distancia evolutiva (modelo de 

evolución nucleotídica) F81 y p-distance (que es la proporción de sitios nucleotídicos en 

los cuales dos secuencias que son comparadas resultan diferentes) (Nei and Kumar, 

2000), mediante las pruebas no-paramétricas de Mantel (Mantel, 1967) después de 

10 000 permutaciones. 

 

Se realizó un análisis de la prueba exacta de Fisher, para lo cual se hicieron tablas de 

contingencia de 2 × 2 comparando un haplotipo contra los ocho restantes en cada 

ocasión; de la misma manera, un haplogrupo se comparó contra los tres restantes que 

se formaron; en los análisis se incluyeron las comparaciones de pacientes con un 

cisticerco contra pacientes con múltiples cisticercos; pacientes con cisticercos con un 

mismo haplotipo contra pacientes con más de un haplotipo en el gen de estudio, 

comparándolas con las variables demográficas clínicas y radiológicas. Los resultados 

se consideraron estadísticamente significativos con un valor de P ≤ 0.1. 

 

Análisis de secuencias públicas disponibles en gene bank 

Se descargaron las secuencias del gen mitocondrial Cytb de T. solium disponibles en 

gene bank al día 3 de noviembre de 2014. Se alinearon en el programa Clustal X, se 

determinó el número de haplotipos con el programa DNA SP v 5.1 (Librado and Rozas, 

2009), y se obtuvo un fenograma en el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007), 

mediante un Neighbor Joining (NJ) usando como modelo de sustitución Kimura dos-

parámetros. 
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RESULTADOS 

 

1. Variabilidad genética de cisticercos de humanos 

Se colectaron un total de 28 cisticercos de T. solium de 12 pacientes, de las 

instituciones con las que se estableció un convenio de colaboración: el Instituto 

Nacional de Neurología y Neurocirugía “Dr. Manuel Velasco Suarez” (INNN MVS) y el 

Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS. Los 

parásitos proceden de distintas localizaciones en el SNC, incluyendo el parénquima, el 

espacio subaracnoideo de la base, los ventrículos y la médula espinal (Tabla 2). 

Adicionalmente, se colectó la información disponible en los expedientes clínicos de los 

pacientes donadores de los parásitos. 

 

Se amplificó el gen mitocondrial Cytb de las 28 muestras (Figura 7). Se obtuvieron las 

secuencias, se ensamblaron y se alinearon; se identificaron 13 sitios polimórficos, y 

61.5% de ellos fueron informativos bajo el criterio de parsimonia (Figura 8). 

 

 

Figura 7. Imagen representativa de los productos de PCR del gen Cytb de 25 

cisticercos de humanos. Se muestra el amplicón del gen Cytb con un tamaño de 1298 pb. 
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Tabla 2. Relación de cisticercos colectados de pacientes diagnosticados con neurocisticercosis, y 

características clínicas de los pacientes. 

Características 
 
 
# Paciente 

Edad Sexo HIC Localización 
de parásítos 

Número 
de 
Parásítos 

Aracnoiditis 
y 
ependimitis 

Estadio 
del 
Parásíto 

Hidrocefalea Hallazgos 
Histológicos: 
inflamación 

Celularidad 
en LCR 
(células/ 
mm3)  

Nivel de 
proteínas/ 
dL en 
LCR 

Haplotipos 

1 59 M Sí Ventrículos Múltiple Sí Coloidal Sí ND 56 céls/ 
mm3 

263 
mg/dL 

6, 7 

2 76 M Sí Ventrículos Múltiple No Vesicular Sí Sí 106 céls/ 
mm3 

109 
mg/dL 

1, 2 

3 36 M Sí Parénquima Único No Coloidal No Sí ND ND 6 

4 39 M Sí SAS Múltiple No Vesicular Sí Sí ND ND 6 

5 75 F Sí SAS Único Sí Coloidal Sí Sí 6 céls/ 
mm3 

31 
mg/dL 

8 

6 29 F No Médula 
espinal 

Múltiple Sí Vesicular No No 2 céls/ 
mm3 

15 
mg/dL 

6 

7 27 M Sí Ventrículos Múltiple Sí Coloidal Sí ND 69 céls/ 
mm3 

94 
mg/dL 

5 

8 48 F Sí Ventrículos Múltiple Sí Coloidal Sí Sí 62 céls/ 
mm3 

96 
mg/dL 

3, 4 

9 42 M Sí Ventrículos Múltiple Sí Coloidal Sí No 11 céls/ 
mm3 

88 
mg/dL 

3, 9 

10 46 F Sí Ventrículos Múltiple Sí Coloidal Sí ND 32 céls/ 
mm3 

71 
mg/dL 

8 

11 43 F No SAS Múltiple Sí Vesicular No ND ND ND 8 

12 27 M Sí Ventrículos Múltiple Sí Vesicular No ND ND ND 6 

 

Se colectaron 28 cisticercos de 12 pacientes distintos. Se muestra la información recabada de expedientes clínicos-radiológicos de 

los pacientes. Hipertensión intracraneal (HIC), Líquido cefalorraquídeo (LCR), Espacio subaracnoideo de los surcos (SAS), No 

determinado (ND). 
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Figura 8. Cambios nucleotídicos observados en el gen amplificado Cytb de los 28 parásitos de los 12 pacientes 
con neurocisticercosis. Las secuencias del gen Cytb fueron ordenadas de acuerdo a los sitios polimórficos. Se muestran los 
haplotipos y haplogrupos generados.

 



IDENTIFICACIÓN DE FACTORES GENÉTICOS DEL CISTICERCO DE Taenia solium RELACIONADOS CON SU LOCALIZACIÓN 
Y SU GRADO INFLAMATORIO EN LA NEUROCISTICERCOSIS 

 
 

Se encontró una asociación estadísticamente significativa entre la distancia genética de 

los parásitos estimada mediante los modelos F81 y p-distance y las once variables 

demográficas y clínico-radiológicas de los pacientes. La asociación se mantuvo aun 

cuando las variables fueron excluidas individualmente para evaluar su relevancia 

(Mantel = 0.327, P = 0.0001). 

 

Mediante la red de haplotipos se determinó que en las 28 secuencias hay 9 haplotipos 

(Figura 9), y debido a la relación que mantienen en la red los nueve haplotipos fueron 

agrupados en 4 haplogrupos. Considerando también los sitios polimórficos que 

compartían las secuencias, se obtuvo el árbol de máxima verosimilitud ML (Figura 10), 

en el que los haplogrupos se mantuvieron con valores de bootstrap ≥ 80%. 
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Figura 9. Red de haplotipos en el gene Cytb. La red se construyó con el gen mitocondrial Cytb de las 28 secuencias de los 

parásitos. El tamaño de los círculos representa la proporción de cada haplotipo; las elipses representan los haplogrupos 

identificados.
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Figura 10. Árbol filogenético de máxima verosimilitud. Se construyó con las 28 secuencias de los parásitos de los 12 

pacientes con neurocisticercosis (izquierda). Variables demográficas, clínico-radiológicas (derecha). Los números corresponden a 

las variables indicadas de la Tabla 3. También se muestran los haplotipos y los haplogrupos generados. 
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Figura 11. Árbol consenso de la prueba Neighbor Joining (NJ) del gen Cytb de T. solium. Relaciones filogenéticas de 

los cisticercos de T. solium a partir de secuencias disponibles en Gene Bank. Los números por encima de las ramas indican el valor 

en porcentaje para prueba de Bootstrap de 1000 réplicas. MDG1: Madagascar aislado 1; MDG3: Madagascar aislado 3; MDG7: 

Madagascar aislado 7; CHI1: China aislado 1; CHI2: China aislado 2; NEP1: Nepal aislado 1; gene: Primer secuencia reportada del 

gen Cytb de T. solium. 
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El primer haplogrupo se formó con siete parásitos obtenidos del mismo paciente 

(paciente 2, haplotipos 1 y 2); estos parásitos compartían los polimorfismos en los 

posiciones 340, 360 y 651, en donde una guanina (G) fue reemplazada por una citosina 

(C), una adenina (A) por una guanina (G) y una citosina por una timina (T), 

respectivamente. Cabe hacer mención que el haplotipo 1 corresponde a un parásito 

que además de compartir los tres sitios polimórficos antes descritos contenía un indel 

(deleción) en la posición 761. 

 

El segundo haplogrupo se formó con 6 cisticercos (haplotipos 3, 4, 5 y 9) recuperados 

de 3 pacientes (pacientes 7, 8 y 9); los cisticercos compartían un polimorfismo en la 

posición 340, donde una guanina (G) fue reemplazada por una citosina (C); 

adicionalmente, tres de esos parásitos mostraron cambios individuales (tipo singletons) 

en otras posiciones (Figuras 8 y 9). 

 

En el tercer haplogrupo se ubicaron 10 parásitos recuperados de cinco pacientes 

(pacientes 1, 3, 4, 6 y 12). Estos parásitos correspondían a los haplotipos 6 y 7. Los 

parásitos del haplotipo 6 mostraron polimorfismos en las posiciones 543 y 546, donde 

se observaron reemplazos nucleotídicos de guanina (G) por adenina (A) y adenina (A) 

por guanina (G), respectivamente, y el parásito del haplotipo 7 además contenía un 

cambio en la posición 292. 

 

El cuarto haplogrupo se formó con cinco parásitos recuperados de tres pacientes 

(pacientes 5, 10 y 11); estas muestras contenían polimorfismos en las posiciones 672 y 

914, donde los cambios fueron de citosina (C) por guanina (G) y una adenina (A) por 

guanina (G). 

 

Con la prueba de Mantel se encontró asociación entre las variables demográficas, 

clínicas y radiológicas cuando se confrontaron con la distancia genética de las variables 

de distancia evolutiva F81 y p-distance, con una p = 0.0001 y una p = 0.001 cuando se 

confrontaron las tres matrices simultáneamente (Tabla 4). 
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Una tendencia de asociación con p = 0.07 se observó entre el haplogrupo 3 y la edad, 

debido a que 4 de 5 pacientes que albergaron parásitos del haplogrupo 3 eran menores 

de 40 años. Por otra parte, los pacientes con parásitos de haplogrupo 4 fueron mujeres, 

mientras que sólo 2 de 7 pacientes infectados con cisticercos de otros haplogrupos 

fueron mujeres, lo que mostró un grado de relación con p = 0.04. Adicionalmente, se 

encontró la tendencia de que pacientes jóvenes albergaron cisticercos con un mismo 

haplotipo, ya que cuatro pacientes mayores de 40 años presentaron cisticercos con 

más de un haplotipo, p = 0.07. Cabe mencionar que no se encontraron asociaciones 

entre haplogrupos o haplotipos con las características clínico-radiológicas. 

 

Con las 24 secuencias del gen Cytb de T. solium disponibles en Gene Bank se 

determinó que hay 21 haplotipos. De los 9 haplotipos que se encontraron en los 

cisticercos recuperados de humanos, dos se asociaron con parásitos recuperados de 

cerdos. El haplotipo 8 se asoció con uno procedente de Ecuador y otro de Madagascar, 

mientras que el haplotipo 3 se asoció con otro cisticerco recuperado de México (Figura 

11). En el fenograma de NJ que se generó después del análisis se encontró que los 

cisticercos recuperados de humanos formaron un cluster con los cisticercos 

recuperados en cerdos de países de América Latina y de África: Brasil, Ecuador, 

México y Camerún, Tanzania y Madagascar, respectivamente, mientras que los 

cisticercos de Asia formaron otro cluster con dos cisticercos recuperados en 

Madagascar. 
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Tabla 3. Dicotomización de datos demográficos, clínicos y radiológicos de los 

pacientes con neurocisticercosis. 

Variable Característica Transformación Binaria 

1 Edad > 40 (1), < 40 (0) 

2 Sexo Mujer (1), Hombre (0) 

3 Severidad clinica (hipertensión intracranial) Sí (1), No (0) 

4 Localización de los parásitos SAb o ME o Iv (1), SAs o P (0) 

5 Número de parásitos Múltiples (1), Único (0) 

6 Presencia de aracnoiditis y ependimitis Sí (1), No (0) 

7 Estadio de los parásitos Coloidal (1), Vesicular(0) 

8 

9 

 

 

10 

 

11 

Hidrocefalia 

Hallazgos histológicos 

 

 

Número de células en LCR 

 

Nivel de proteínas en LCR 

Sí (1), No (0) 

Presencia de inflamación (1)*, 

Ausencia de inflamación (0), 

No Determinado (ND) 

>10 células (1), <10 células (0) 

No Determinado (ND) 

> 90 mg (1), < 90 mg (0) No 

Determinado (ND) 

Espacio Subaracnoideo de los surcos (SAs), Espacio Subaracnoideo de las cisternas de la 

base (SAb), Médula Espinal (Sc), Iv (intraventricular), P (Parénquima). *Para los hallazgos 

histológicos, la inflamación se definida como la presencia de linfocitos y macrófagos. La 

gravedad radiológica se definió de acuerdo con el número y la localización de parásitos, la 

presencia de aracnoiditis/ependimitis y la hidrocefalia; la gravedad inflamatoria se definió 

de acuerdo con la aracnoiditis/ependimitis, el grado de involución de los parásitos, los 

hallazgos histológicos y las características citoquímicas del LCR (número de células/mm3 y 

nivel de proteínas). 
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Tabla 4. Valor de R y P de las pruebas de asociación entre la variabilidad genética y 

los datos demográficos, clínicos y radiológicos de los pacientes con la prueba de 

Mantel. 

Matriz R P 
F81 vs. 11 variables demográficas, 
clínico-radiológicas 

0.327 0.0001 

P-distance vs. 11 Variables 
Demográficas, clínico-radiológicas 

0.34 0.0001 

F81 vs. p-distance vs. 11 variables 
demográficas, clínico-radiológicas 

0.85 0.001 

La prueba de Mantel se realizó utilizando dos distancias genéticas de los parásitos (F81 
o p-distance) con 11 variables de los pacientes. 
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DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se ilustra la presencia de polimorfismos genéticos en el gen 

mitocondrial Cytb de cisticercos de T. solium obtenidos por extracción quirúrgica a 

pacientes con NC. Como se muestra en este trabajo, del total de 12 pacientes se 

analizaron las secuencias del gen mitocondrial Cytb de 28 parásitos; entre éstas 

se hallaron 9 haplotipos, y éstos a su vez se agruparon en 4 haplogrupos. Esta 

heterogeneidad puede observarse en los pacientes 1, 2, 8 y 9, quienes presentan 

más de un haplotipo en los cisticercos recuperados. Estos hallazgos concuerdan 

con los reportes de estudios realizados en cisticercos de cerdos naturalmente 

infectados (Vega et al., 2003; Maravilla et al., 2003; Bobes et al., 2010; Barceloset 

al., 2012). 

 

Como mencionamos anteriormente, la NC es una enfermedad compleja en donde 

factores etarios y sexuales participan en la modulación de la expresión de la 

enfermedad (Saenz et al., 2006; Fleury et al., 2004). La presencia de variabilidad 

genética en el gen Cytb de los cisticercos obtenidos de pacientes permite 

considerar factible la posibilidad de la participación de la diversidad genética de los 

parásitos en la heterogeneidad de la NC. Esto concuerda con el hallazgo de la 

asociación estadísticamente significativa (medida con la prueba de Mantel) de las 

11 variables clínico-radiológicas y la variabilidad genética (medida a través de la 

distancia genética de F81). Estos resultados además se apoyan con 

observaciones previas de que variantes genéticas de organismos infecciosos 

influyen en el curso de la enfermedad (Li et al., 2010). 

 

Con respecto a la cisticercosis causada por T. solium, hasta la fecha sólo se ha 

reportado la relación entre el reconocimiento de antígenos del parásito y su 

variación genética (Barcelos et al., 2012). Por ello, éste es el primer trabajo que 

sugiere directamente el impacto de la diversidad genética de los parásitos en las 

variables de heterogeneidad clínico-radiológica de los pacientes con NC. 
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Adicionalmente, en este trabajo se observa una asociación de los haplogrupos 3 y 

4 con la edad y el sexo, respectivamente, hallazgo que puede ser importante 

puesto que se ha descrito que la neuroinflamación y algunas presentaciones 

severas de la NC son más intensas en mujeres y menos frecuentes en niños que 

en adultos. En efecto, las formas encefálicas de la NC, que pueden ser causadas 

por múltiples degeneraciones de parásitos alojados en el parénquima cerebral, 

son presentaciones inflamatorias de la NC que se han encontrado exclusivamente 

en pacientes mujeres adultas (Fleury et al., 2010). 

 

Al comparar las 24 secuencias del gene Cytb de cisticercos de T. solium 

disponibles en Gene Bank, en las cuales se incluyen los 9 haplotipos encontrados 

en los cisticercos de humanos, encontramos que los haplotipos de los cisticercos 

aislados de humanos en México se mantienen en un cluster con los cisticercos 

recuperados de cerdos de Ecuador, Brasil, Camerún, Tanzania y Madagascar, 

manteniendo la distribución del genotipo mitocondrial africano/americano, común 

en estos países. Un grupo formado por el haplotipo 8, el aislado 7 de Madagascar 

y el aislado de Ecuador forman un cluster con un valor de bootstrap de 92%, 

mientras que los haplotipos 6 y 7 de cisticercos de humanos se mantuvieron en 

otro grupo junto con el aislado de Tanzania, y por último los haplotipos 2, 3 y 9 

mantuvieron una asociación con los aislados de Camerún, Brasil y México. Este 

dato es importante porque puede indicar que los haplotipos del gene Cytb de 

cisticercos de T. solium descritos en este trabajo pueden deber su presencia a 

diferentes arribos de T. solium a México (Michelet y Dauga, 2012); a su vez, esta 

diversidad en haplotipos podría explicar las diferencias clínico-radiológicas en los 

pacientes con neurocisticercosis, y aunque no se encontró asociación de estas 

variables con los haplotipos o haplogrupos de cisticercos de humanos, sí se 

encontró asociación entre las variables clínico-radiológicas y la variabilidad 

genética a través de la prueba de Mantel. 

 

Cabe recalcar que no se encontró asociación entre las variables clínico-

radiológicas de los pacientes y los haplogrupos o haplotipos observados. Esta 
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falta de asociación podría ser resultado del bajo número de pacientes y de 

cisticercos incluidos en el estudio. Es factible que el aumento en el número de 

muestras logre enriquecer la información que pueda generarse en un estudio 

posterior. En este sentido, convendría incluir en el estudio otras secuencias de 

genes mitocondriales o nucleares que han generado información en análisis 

similares con otros patógenos como, es el caso de Cox1 e ITS1. 
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CONCLUSIONES 

 

  Se observó variabilidad genética en los cisticercos de SNC de humanos 

comparando la secuencias respectivas del gen mitocondrial Cytb. 

  La variabilidad genética encontrada en el gen Cytb se asocia con las 

variables demográficas de los 12 pacientes, de acuerdo con la Prueba de 

Mantel. 

 

Conclusión general 

En este estudio no encontramos evidencias estadísticamente significativas que 

permitan sustentar que la variabilidad genética del cisticerco en el gen mitocondrial 

CytB se asocia con diferentes fenotipos clínico-radiológicos. No obstante, se 

observó una asociación sugerente de una relación entre la variabilidad del parásito 

y la heterogeneidad de la NC. 
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Artículo publicado como resultado del trabajo de esta tesis doctoral. 
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Anexo 2 
Aislamiento de RNA total 

Protocolo aislamiento de RNA Trizol 

 

1. Homogenización del tejido en 10-20 volúmenes de Trizol 

Transportar los cisticercos congelados y almacenados a –80° C en hielo, en 

500 μL de Trizol frío en una caja Petri de 60 × 15 mm. Con el émbolo de una 

jeringa, macerar cada cisticerco hasta tener un homogenizado. Pasar el 

homogenizado a un tubo de 1.5 mL, y con 500 μL de Trizol nuevo lavar la caja 

Petri para recuperar la mayor cantidad de muestra. 

 
El volumen de la muestra puede no exceder 10% del volumen de Trizol usado 
para la homogenización. 

 
2. Incubar el homogenizado por 5 min a temperatura ambiente. 
 
3. Centrifugar a 13000 rpm por 10 min a 4 C y transferir el sobrenadante a un 
tubo nuevo. 

Esta centrifugación opcional sólo se requiere para remover material insoluble del 

homogenizado, que contiene cantidades altas de proteínas, lípidos, polisacáridos 

o material extracelular, sobre todo en el músculo y los tejidos grasos. Al centrifugar 

se empastillan membranas extracelulares, polisacáridos y el DNA de alto peso 

molecular. El RNA queda en el sobrenadante. 

 
4. Adicionar 200 L de cloroformo por cada mL de Trizol, y adicionar 12 µL de 
glucógeno, mezclar bien e incubar a temperatura ambiente por 15 min. 

a) Tapar los tubos firmemente y agitar vigorosamente por 15 s. 
 
5. Centrifugar a 13000 rpm por 15 min a 4 C. Transferir la fase acuosa a un tubo 
nuevo. 
 
6. Adicionar 500 L de isopropanol por mL de Trizol, mezclar en vórtex por 5-10 s 
e incubar a –20 C toda la noche. 

 
7. Centrifugar a 13000 rpm por 30 min a 4 C y descartar el sobrenadante. 

a) Remover completamente el sobrenadante sin deshacer la pastilla. 
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El RNA precipitado forma una pastilla similar a un gel, o una pastilla blanca en el 
fondo y el lado del tubo. 
 
8. Adicionar 1 mL de etanol al 75 % por cada mL de Trizol. 

Adicionar 1 mL de etanol al 75% por 1 mL de Trizol usado para homogenizar la 
muestra, para lavar la pastilla de RNA. 
 
9. Centrifugar a 13000 rpm por 5 min, remover el etanol y dejar secar la pastilla de 
RNA. 

 
10. Disolver el RNA en 30 μL del buffer de su elección. 

 
a) Disolver el RNA en solución para almacenar (ejemplo: agua libre de RNasa) 

por pipeteo de la solución o por agitación con vórtex vigorosamente. 
b) Almacenar a 4 C para analizar inmediatamente o a –80 C para uso 

posterior en alícuotas de 1.5 μg o 5 μL. 
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Anexo 3 
Protocolo de RT-PCR punto final 

RT 
1. En un tubo nuevo de 2 mL adicionar lo siguiente: 
2. Colocar 1 µL de la muestra de RNA total 

Tabla 4. Reactivos para la RT-PCR 
  
RNA total  1 µg 
RQ1 DNasa 10X buffer 1 µL 
RQ1 DNasa (enzima) * 1 µL 
Agua DEPC  7 µL 
Volumen final 10 µL 
*Adicionar la enzima al final 

3. Incubar a 37 °C por 30 minutos 
4. Posteriormente adicionar 1 µL de Stop Solution 
5. Incubar a 65 °C por 10 minutos 
6. Adicionar la siguiente mezcla a la muestra 

Tabla 5. Mezcla de reacción 
Muestra  10 µL 
Oligo dT 1 µL 
dNTP (mezcla) 1 µL 
Volumen final  12 µL 
En este paso incluir el blanco + 1 reacción extra 

7. Adicionar la mezcla a las muestras 
8. Incubar por 5 minutos 

Después de la incubación, colocar las muestras en hielo. 
9. Preparar lo siguiente 

Tabla 6. Mezcla de reacción 
Reactivo Volumen por muestra 
5X First Stand buffer  4 µL 
DTT 2 µL 
Rnasa Out 1 µL 
Realizar una reacción extra 

10. Adicionar 7 µL por muestra. Mezclar suavemente 
11. Incubar a 42 °C por 2 minutos 
12. Adicionar 1 µL de la Enzima Super Script II por cada muestra. 
13. Incubar a: 42°C por 50 minutos. 

70°C por 15 minutos. 
Después de esta incubación, mantener las células a 4 °C (programar el 
Termociclador). 

14. Congelar el cDNA o usar en el PCR para cada gen (3 μL para cada 
reacción). 
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PCR 

Las condiciones de cada gen se muestran a continuación 
  Cebadores     
Gen    Longitud 

amplificada 
Temperatura de 
alineamiento 

Número de 
Ciclos 

β-actina Forward 5’-atg ggt gac gaa gaa gtt 
c-3’ 

1541 pb 54 °C 30 

 Reverse 5’-gaa gca ctt gcg atg aac 
-3’ 

   

 
1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR 

Tabla 7. Los volúmenes son para una reacción 
Reactivos Para una reacción 
10X PCR buffer 5 µL 
50 mM MgCl2 1.5 µL 
10 mM dNTP 
mezcla 

1 µL 

Primer FW 1 µL 
Primer RW 1 µL 
Platinum Taq 0.4 µL 
DNA (molde) 3 µL 
H2O  37.1 µL 
Volumen final 50 µL 
 
Nota: La enzima Platinum Taq se adiciona al último en la mezcla y el DNA (molde, 
producto de la RT) se adiciona al final en cada reacción. 
Se adicionan 47 µL de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan. 

2. Se adicionan 3 µL del DNA molde (cDNA). 
3. La muestra se coloca en el termociclador a las condiciones de los primers. 

 

72 °C 72 °C 95 °C 95 °C 
    

54° C 4°C 2 min 1 min 1 min 5 min 
  

 1 min 
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  Cebadores    
Gen   Longitud 

amplificada 
Temperatura 
de 
alineamiento 

Número 
de ciclos 

Sec14Tsol Forward 5’-atg gca aca gct cag aat c-3’ 960 pb 55°C  30 

 Reverse 5’-atc gac agc cag ttt gac-3’    

30 ciclos 

 
1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR 

Tabla 8. Los volúmenes son para una reacción 
Reactivos  Para una reacción 
10X PCR buffer 5 µL 
50 mM MgCl2 1 µL 
10 mM dNTP mezcla 1 µL 
Primer FW 1 µL 
Primer RW 1 µL 
Platinum Taq 0.4 µL 
DNA (molde) 3 µL 
H2O  37.6 µL 
Volumen final 50 µL 
 
Nota: La enzima Platinum Taq se adiciona al último en la mezcla y el DNA (molde, 
producto de la RT) se adiciona al final en cada reacción. 

2. Se adicionan 47 µL de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan. 
3. Se adicionan 3 µL del DNA molde (cDNA). 
4. Colocar la muestra en el termociclador a las condiciones de los primers. 

 
95 °C 
 

72 °C 72 °C 95 °C 2 min 
   
1 min 1 min 5 min 

55 °C 4 °C 
 30 ciclos  

 1 min 
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  Cebadores    
Gen   Longitud 

amplificada 
Temperatura 
de 
alineamiento 

Número 
de 
Ciclos 

Importina 7 Forward 5’-atg tgt gcc ctc ctc tct c-3’ 627 pb 59 °C 30 

 Reverse 5’-atg gga tgg ctg atc gcc-3’    

 
1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR 

Tabla 9. Los volúmenes son para una reacción 
Reactivos Para una reacción 
10X PCR buffer  5 µL 
50 mM MgCl2 1 µL 
10 mM dNTP 
mezcla 

1 µL 

Primer FW 1 µL 
Primer RW 1 µL 
Platinum Taq 0.4 µL 
DNA (molde) 3 µL 
H2O  37.6 µL 
Volumen final 50 µL 
 
Nota: La enzima Platinum Taq y DNA (molde, producto de la RT) se adicionan por 
último. 

1. Se adicionan 47 µL de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan. 
2. Se adicionan 3 µL del DNA molde (DNAc). 
3. Colocar la muestra en el termociclador a las condiciones de los primers. 

72 °C 72 °C 95 °C 95 °C 
    
1 min 2 min 1 min 5 min 

59° C 4 °C 
  

 1 min 

30 ciclos
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  Cebadores    
Gen   Longitud 

amplificada 
Temperatura 
de 
alineamiento 

Número 
de 
Ciclos 

Trans de 
aniones 
orgánicos 

Forward 5’- atg cca gag ggt gtc cac tc -3’ 567 pb 64 °C 30 

 Reverse 5’- tcc tcc ctg cgc ttc cga g -3’    

 
1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR 

Tabla 10. Los volúmenes son para una reacción 
Reactivos Para una reacción 
10X PCR buffer  5 µL 
50 mM MgCl2 1.5 µL 
10 mM dNTP 
mezcla 

1 µL 

Primer FW 1 µL 
Primer RW 1 µL 
Platinum Taq 0.4 µL 
DNA (molde) 3 µL 
H2O 37.1 µL 
Volumen final 50µL 
 
Nota: La enzima Platinum Taq se adiciona al último en la mezcla y el DNA (molde, 
producto de la RT) se adiciona al final en cada reacción. 

2. Se adicionan 47 µL de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan. 
3. Se adicionan 3 µL del DNA molde (cDNA). 
4. Colocar la muestra en el termociclador a las condiciones de los primers. 

72 °C 72 °C 95 °C 95 °C 
    

64 ° C 4 °C 2 min 1 min 1min 5 min 
  

1 min 

30 ciclos
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GEL DE CORRIDO DE AGAROSA 1.5% 
1. Pesar 0.75 g de agarosa 
2. Disolver en 50 mL de TBE 1X 
3. Fundir la agarosa 
4. Adicionar 10 µL de bromuro de etidio (BrEt 10 mg/mL) 
5. Cargar 10 µL de cDNA + 5 µL de buffer de carga, volumen final 15 µL 

Correr el gel durante 1:00 h a 80 volts 
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Anexo 4 
Extracción de DNA genómico de tejidos de animales con el Kit DNeasy 

Blood and Tissue de Qiagen (Cat. No. 69504) 

 

1. Pesar 25 mg de tejido, colocarlo en tubo de 1.5 mL. Adicionar 180 μL de buffer ATL y 

20 µL de proteinasa K, y mezclar en un vórtex. 

 
2. Incubar las muestras a 56° C durante 1-3 h, hasta que las muestras estén 

completamente lisadas. Mezclar en vórtex cada 20 o 30 min. 

 
3. Mezclar por 15 s y adicionar 200 μL de buffer AL a cada muestra y mezclar con vórtex. 

Después adicionar 200 μL de etanol absoluto (grado biología molecular), mezclar en un 

vórtex. 

 
4. Pipetear la mezcla del paso 3 (incluyendo algunos precipitados) en una columna 

DNaeasy mini montada en un tubo de colección de 2 mL. Centrifugar a 6 000 x g por 1 

min a temperatura ambiente. 

 
5. Descartar el fluido filtrado del tubo de colección y volver a montar la columna DNaesy 

mini, adicionar 600 μL de buffer de lavado AW1 y centrifugar durante 1 min a 6 000 × g. 

 
6. Descartar el fluido filtrado del tubo de colección y volver a montar la columna DNaesy 

mini, adicionar 600 μL de buffer de lavado AW2 y centrifugar durante 3 min a 20 000 × g. 

 
7. Pasar el contenido de la columna a un tubo de 1.5 mL y centrifugar 2 min a 20 000 × g 

para eliminar residuos de los buffers de lavado de la columna. Colocar la columna 

DNaeasy mini en un tubo nuevo y adicionar 100 μL de agua libre de nucleasas, incubar a 

temperatura ambiente por 2 min y centrifugar a 6 000 × g. Adicionar otros 100 μL de agua 

e incubar 2 min y centrifugar. 

 
8. Descartar la columna DNaeasy mini, medir la concentración de DNA y almacenar a 

-20 °C hasta su uso. 
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Anexo 5 

Amplificación (PCR) del gen citocromo B (Cytb) 

 

Preparación de la reacción a un volumen final de 50 µL 

 

Para cada muestra se agregaron 

 [Final] Vol. 50 µL 

Buffer 5 X HF 1 X 10 µL 

Primer F 0.5 µM 1 µL 

Primer R 0.5 µM 1 µL 

dNTPs 10mM 200 µM 1 µL 

DNA pol Phusion 1 u  0.5 µL 

DNA --- 2 µL 

Agua --- 34.5 µL 

 

Programa en el termociclador 

 

98 °C  30 seg 

98 °C  10 seg 

58 °C  30 seg  30 ciclos 

72 °C  1 min 

72 °C  5 min 

 

Electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE, correr gel 40 min a 100 volts. 

 

99 
 



IDENTIFICACIÓN DE FACTORES GENÉTICOS DEL CISTICERCO DE Taenia solium RELACIONADOS CON SU 
LOCALIZACIÓN Y SU GRADO INFLAMATORIO EN LA NEUROCISTICERCOSIS 

 
Anexo 6 

 

Protocolo de ligación de productos de PCR y clonación de plásmidos en E. 

coli, cortes con enzimas de restricción EcoRI 

 

Ligación de producto de PCR en vector pCR2.1 de Invitrogen 

1. 10X Buffer de ligación  1 μL 

2. pCR 2.1 vector (25 ng/μL) 2 μL 

3. Agua libre de nucleasas  5 μL 

4. Producto fresco de PCR  1 μL (cuando es 400-700 pb) 

5. T4 DNA ligasa (4 unidades) 1 μL 

Volumen final   10 μL 

 

Incubar a 4 °C durante 4 horas mínimo (preferentemente incubar toda la noche). 

Proceda a transformar las células. 

 
1. Centrifugar los viales que contienen las reacciones de ligación y colocarlas en 

hielo. 

2. Colocar en hielo un vial con 50 μL de células competentes para cada 

transformación. 

3. Pipetear 2 μL de cada reacción de ligación directamente en un vial de células y 

mezclar suavemente por pipeteo, todo esto en un ambiente estéril (etiquetar 

adecuadamente). 

4. Incubar los viales de células en hielo 30 min, guardar los viales con reacciones 

de ligación a –20 °C. 

5. Dar un choque térmico por 30 s a 42 °C a cada vial sin agitar, e incubar 

inmediatamente en hielo. 

6. Adicionar 250 μL de medio SOC a cada vial e incubar a 37 °C en un agitador 

orbital a 225 rpm. 

7. Colocar de 10 a 200 μL de cada transformación en placas de medio LB 

conteniendo 50 μg/mL de XGal y 50 μg/mL de kanamicina o 100 μg/mL de 

ampicilina. Distribuir la suspensión celular con una varilla de vidrio. 

8. Incubar toda la noche a 37 °C. 
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Elegir de cada caja tres colonias blancas (portan el plásmido con el gen de interés 

inserto; las azules no tienen plásmido con el gen de interés inserto). Pinchar con un 

palillo y colocarlo en un tubo de cultivo con 5 mL de medio LB con ampicilina e 

incubar toda la noche a 37 °C en agitación a 250 rpm. 
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Anexo 7 

Protocolo de extracción de DNA plasmídico (Miniprep) 

Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system Cat. No. A1330 

1. Cultivar de 1-5 mL (plásmido con alto número de copias) o 10 mL (plásmido 

con bajo número de copias) de cultivo bacteriano durante toda la noche, 

centrifugar por 5 min a 13000 rpm y desechar el sobrenadante. 

2. Adicionar 250 μL de Solución de resuspensión. Mezclar hasta resuspender 

totalmente la pastilla celular. 

3. Adicionar 250 μL de solución de lisis celular y mezclar por inversión del tubo 4 

veces, incubar hasta obtener una suspensión celular clara entre 1-4 min. 

4. Adicionar 10 μL de solución de proteasa alcalina y mezclar por inversión del 

tubo 4 veces, e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

5. Adicionar 350 μL de solución de neutralización y mezclar por inversión del tubo 

4 veces. 

6. Centrifugar el lisado bacteriano a 20 000 × g a temperatura ambiente durante 

10 min. 

7. En una columna colocada en un tubo de colección de 2 mL., adicionar el 

sobrenadante transparente, centrifugar a máxima velocidad 1 min. Desechar el 

fluido filtrado y reinsertar la columna en el tubo de colección. 

8. Adicionar 750 μL de solución de lavado de columna (antes de usar diluir con 

etanol al 95%). Centrifugar a máxima velocidad por 1 min, remover la columna, 

desechar el fluido filtrado y reinsertar la columna en el tubo de colección. 

9. Repetir el lavado de la columna con 250 μL. Centrifugar a máxima velocidad 

por 2 min a temperatura ambiente. 

10. Cambiar la columna a un tubo de 1.5 mL y centrifugar a máxima velocidad por 

2 min, para eliminar residuos de solución de lavado. 

11. Cambiar la columna a un tubo de 1.5 mL nuevo. 

12. Eluir el DNA agregando a la columna 100 μL de agua libre de nucleasas 

incubar 2 min a temperatura ambiente y centrifugar por 1 min a máxima 

velocidad. Remover la columna y almacenar el DNA a 4 °C o –20 °C hasta su 

utilización. 
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ANEXO 8 

Reacción con enzima de restricción EcoRI 

 

Agua 16.3 µL 

Buffer 10X 2 µL 

BSA acetilado 0.2 µL 

DNA 1 µL (1 µg/µL) 

Enzima 0.5 µL 

Volumen total 10 µL 

 

Incubar por 1-4 h a 37 °C y realizar electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y 

correr a 80 volts durante 1 h. 
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