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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 clinica y radiolégicamente heterogénea, que puede ser de forma
asintomatica o generar sintomatologia, de leve a severa. Factores genéticos de los
parasitos asi como del hospedero podrian participar en esta heterogeneidad.

Se han encontrado algunas diferencias genéticas del hospedero asociadas con esta
heterogeneidad. En contraste, no se ha explorado la posible participaciéon de
diferencias genéticas del parasito relacionadas con la heterogeneidad de la
enfermedad.

En este trabajo de tesis se estudidé si seis genes expresados diferencialmente en
cisticercos de T. solium localizados en dos distintos tejidos de un mismo cerdo,
identificados por Differential Display, podrian ser confirmados por otras técnicas como
RT-PCR en tiempo real o inmunolocalizacion, 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
quirdrgicamente de pacientes con neurocisticercosis y se explord si estas diferencias
genéticas se asocian con factores demograficos, clinicos y radiolégicos 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 caracteristicas clinicas o radiolégicas similares fueron genéticamente
MAs cercanas entre si con respecto a las variantes genéticas parasitarias de pacientes
con un diferente perfil de NC, resultado que sefala la posible participacion del parasito
en la heterogeneidad clinica de la enfermedad. No se encontré asociacién entre los

distintos haplotipos identificados y la heterogeneidad de la NC.

11



IDENTIFICACION DE FACTORES GENETICOS DEL CISTICERCO DE Taenia solium RELACIONADOS CON SU LOCALIZACION
Y SU GRADO INFLAMATORIO EN LA NEUROCISTICERCOSIS

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: Centimetro

DD RT-PCR: Expresion diferencial de genes mediante RT-PCR
cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario

DNA: Acido desoxirribonucleico

IFN-g: Interferon gama

IL: Interleucina

ITS1: Region espaciadora transcrita 1 de los genes ribosomales
ME: Musculo esquelético

mm: Milimetro

mM: Milimolar

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

mtDNA: Acido desoxirribonucleico mitocondrial

mtRNA: Acido ribonucleico mitocondrial

NC: Neurocisticercosis

nDNA: Acido desoxirribonucleico nuclear

pb: pares de bases

RAPDs: Polimorfismos de DNA amplificados al azar

RFLPs: Polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion
RNA: Acido ribonucleico

rDNA: Acido desoxirribonucleico que codifica para genes ribosomales
RT-PCR: Transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa
SAGE: Andlisis seriado de la expresion genética

SNC: Sistema nervioso central

TC: Tomografia computarizada

pL: Microlitro

pm: Micrometro

uM: Micromolar
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Introduccion

Cisticercosis y teniasis

La cisticercosis (CC) humana es una enfermedad causada por el estado larvario de
Taenia solium, el cisticerco, mientras que la infeccion 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 infeccion 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 solidos, 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 mayoria de los casos de cisticercosis ocurren en paises en vias de desarrollo en
Latinoamérica, Asia y Africa (Sciutto et al., 2000; Rodriguez-Canul et al., 1999). Los
paises 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
inspeccion y confiscacion de la carne de cerdo contaminada. Sin embargo, esta
parasitosis aun esta ampliamente distribuida en paises no-desarrollados, en donde
prevalecen las condiciones que favorecen el ciclo de vida del parésito (Sciutto et al.,
2000). La cisticercosis, ademas de afectar principalmente a clases econdmicamente
desfavorecidas, también amenaza a los sectores sociales privilegiados de paises
endémicos, y recientemente incluso a los paises desarrollados debido a los fendbmenos
de migracién (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 parasito intestinal se reproduce por autofecundacion, produciendo
una gran cantidad de huevos, los cuales son liberados con las heces, contaminando asi

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 estbmago, liberando
las oncosferas, las cuales atraviesan la pared intestinal y se desarrollan en cisticercos
en diversos tejidos, incluyendo el musculo 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, desarrollandose el estado adulto (Figura 1). EI humano también
puede adquirir la cisticercosis cuando ingiere huevos en alimentos contaminados con
materia fecal de un individuo teniasico, o bien el propio teniasico por autoinfeccion
mediante practicas 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).

Biologia del parasito

Taenia solium pertenece al phylum Platyhelminthes, a la clase Cestoda, al orden
Cyclophillidae y familia Taeniidae. El parasito adulto es un gusano plano que habita de
forma exclusiva en los seres humanos y mide entre 2 y 7 m de largo. El parasito adulto
o tenia se desarrolla después de ingerir cisticercos en carne cruda o poco cocida de
cerdo. La cabeza o escolex evagina y se adhiere a la mucosa del intestino delgado por
su doble corona de ganchos y las cuatro ventosas. El nimero de ganchos rostelares
puede variar entre 22 y 32, y su tamafo entre 159 y 173 um. El cuello se continta del
escolex, y a partir del cuello se forman de manera continua los segmentos o proglotidos
gue conforman el estrobilo. Los segmentos pueden ser inmaduros o maduros, que son
hermafroditas. Al final del estrébilo, los proglétidos son gravidos y contienen cientos de
miles de huevos, los cuales se expulsan con la materia fecal. Los huevos son
microscopicos; miden alrededor de 30 um y contienen un embrion hexacanto rodeado
por una membrana oncosferal y un embri6foro que resiste las condiciones del
ambiente. Cuando los seres humanos o los cerdos ingieren los huevos, los jugos
gastricos e intestinales disgregan los bloques embrioféricos 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 esta formado por una vesicula ovalada y traslucida, que mide
entre 0.5 a 2.5 cm de diametro. Esta vesicula esta llena de un liquido conocido como
fluido vesicular; la vesicula ademas contiene un pequefio escdlex 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
(Rodriguez-Contreras et al., 1998); dependiendo de las condiciones externas, puede

utilizar tanto el metabolismo anaerébico como el aérobico.

Tanto el material de autopsia como el de biopsia ofrecen la oportunidad de identificar
cuatro etapas de involucién en el cisticerco: vesicular, coloidal, nodular-granular y
nodular-calcificada. En la etapa vesicular, la larva o embridon hexacanto contiene liquido
transparente y un escélex invaginado de 4 a 5 mm, envueltos por una membrana
delgada y traslucida. En la etapa coloidal, la pared se hialiniza y el liquido pierde fluidez,
adquiere un aspecto lechoso gelatinoide en consistencia, la larva se fragmenta
facilmente y al tacto la estructura es aspero. En la etapa nodular-granular ya no es
posible identificar el escélex por el depdsito de colagena alrededor de la pared,
producto de la reaccion inflamatoria; en el microscopio Optico con la técnica tricromica
de Masson, los remanentes de membrana y el escolex se visualizan en rojo brillante y
azul, respectivamente. La etapa final, llamada nodular-calcificada, consiste en la total
involucion y calcificacion del quiste, reduciéndose su tamafio a la mitad, con minima

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

Clinica en la neurocisticercosis

La NC es una enfermedad pleomorfica que puede cursar en forma asintomatica (Fleury
et al., 2004; 2006) o presentarse con distintas sintomatologias como cefalea, déficit
focal, crisis convulsivas, demencia e incluso puede causar la muerte del paciente. Esta

enfermedad es heterogénea con respecto al nUmero de parasitos (pacientes con un
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solo parasito o con mdultiples parasitos), a la localizaciéon del parasito 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; Garcia y Del Brutto, 2003). La heterogeneidad también depende

del grado de inflamacién asociada con la presencia del parasito (Figura 2).

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 (proglétidos) (2) o huevos (3) del parasito 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 parasito adulto (1). La
falta de higiene y la convivencia con un portador del parasito adulto pueden ocasionar la
ingestién de huevos por parte del humano, produciéndose la cisticercosis humana, incluyendo
la neurocisticercosis (b).
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Figura 2. Imagenes de resonancia magnética mostrando heterogeneidad
radiologica en la neurocisticercosis. 1) Paciente con un solo parasito; 2) paciente con
multiples parasitos; 3) paciente con parasitos y poca inflamacién; 4) paciente con inflamacién
exacerbada; 5) paciente con un parasito en el parénquima, y 6) paciente con parasitos en los

ventriculos (imagenes donadas por las Dras. Agnes Fleury y Graciela Cardenas del INNN).

En la heterogeneidad de la NC pueden participar diferencias en la intensidad de la
exposicion al parasito (factores de exposicion), asi como diferencias en las
caracteristicas biolégicas del hospedero y del parasito. Con respecto al hospedero,
evidencias clinico-radiolégicas sefialan la relevancia de factores etarios y sexuales
(Saenz et al., 2006; Fleury et al., 2004), mientras que diversas evidencias
epidemiolégicas sugieren la participacion 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 participacion de factores del parasito implicados en la
heterogeneidad de la NC, las variaciones genéticas encontradas entre cisticercos
recuperados de cerdos procedentes de distintas regiones geogréaficas sefialan su
posible participacion (Vega et al., 2003; Maravilla et al., 2003). El conocimiento de la
variabilidad genética y expresion diferencial de genes de T. solium en cisticercos
recuperados del SNC de humanos (con distintas presentaciones de la enfermedad)
podria permitirnos identificar factores del parasito relacionados con la heterogeneidad
clinica y radiolégica de la NC.

Prevalencia de cisticercosis humana

Las tasas de prevalencia varian entre paises 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 detectdo NC humana en 1-5% de extensas series de autopsias
(Villagran y Olvera, 1988; Rabiela, 1972), en 9 y 9.5% de poblacion abierta de
comunidades rurales del Estado de Morelos y Puebla, respectivamente, en estudios
epidemioldgicos utilizando como criterio diagnostico los resultados de tomografia
computarizada (TC) (Fleury et al., 2003; Fleury et al., 2006; Quet et al., 2011). La NC
es la causa mas frecuente de epilepsia en pacientes neuroldgicos (Del Brutto, Sotelo y
Roman, 1998), y representa la primera causa de epilepsia de inicio tardio (Suastegui-
Roman et al., 1996; Medina et al., 1990). La NC aun es una enfermedad frecuente en
México. En la principal institucion hospitalaria del pais que asiste a pacientes con
patologias neuroldgicas, el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, se
demostré que su prevalencia se ha mantenido estable en 2-3% durante los dltimos 15
afios (Fleury et al., 2010), y es la causa de 2.4 a 4.3% de las consultas neuroldgicas en

instituciones especializadas (Jiménez-Marcial y Velasquez-Pérez, 2004).
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Capitulo 1

Trabajo de investigacién realizado paralelamente

Expresion diferencial de genes entre cisticercos procedentes de musculo

esquelético y de diferentes regiones del sistema nervioso central del cerdo

ANTECEDENTES

Expresion de genes

La oportunidad de estudiar la expresion de genes en parasitos y otros patdégenos
durante un proceso infeccioso es particularmente importante, porque se puede
aprovechar el conocimiento molecular de rutas patogénicas para ahondar en el estudio
de su funcién en la supervivencia o proliferacion del agente infeccioso en el tejido del

hospedero y en la busqueda de nuevas vacunas o farmacos (Kronstad, 2006).

A pesar de la importancia de T. solium en la salud publica, la sanidad alimentaria, la
salud humana y la animal, es poco el conocimiento que se tiene sobre su biologia

molecular, especialmente en la expresion o regulacion de genes.

La evaluacion de la expresion diferencial de genes podria contribuir criticamente al
desarrollo de medidas terapéuticas para enfermedades multifactoriales. En este
sentido, estudios similares han permitido identificar que niveles incrementados de
ciertas proteinas se correlacionan con la supervivencia del parasito en su hospedero;
por ejemplo, la acetilcolinesterasa en Nippostrongylus braziliensis (Hussein et al., 2002),
una proteina similar a la mucina en Toxocara canis (Werner, 1782) y una glicoproteina
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 produccion de una proteasa de cisteina que
depleta linfocitos CD4 (Molinari et al., 2000) y el factor metacestoide, que inhibe la
produccion de IL-2, IFN-g e IL-4. Posibles variaciones en estas proteinas podrian estar

involucradas en una diferente capacidad patogénica de los cisticercos.
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Adicionalmente, los tejidos de diferentes mamiferos difieren fisiologicamente en
términos de pH, grado metabdlico y respuesta inmune efectora, entre otros factores.
Asi, diferentes combinaciones de estos factores podrian determinar ambientes
diferenciales en los que el parasito podria instalarse y desarrollarse. Como resultado de
estas diferencias, la expresion 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; asi, diferencias en la expresion
génica podrian reflejar e informarnos sobre las diferentes estrategias que utiliza el
parasito en diferentes circunstancias ambientales. Por ejemplo, es factible que las
estrategias del parasito varien en grado importante de acuerdo con los factores
inmunoldgicos que enfrente localmente, y que los genes que se expresen con mayor
intensidad en diferencias circunstancias reflejen estrategias comunes involucradas en la

infeccion.

Otro aspecto cuyas bases aun se desconocen es el mecanismo que determina la
amplia localizacion 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 podria deberse a diferentes variantes genéticas que afecten al humano y al
cerdo, o bien a una localizacién preferencial de las oncosferas en el sistema nervioso
central en el ser humano o a una amplia distribucion similar en el humano y en el cerdo,
pero a una supervivencia de los parasitos limitada al SNC. También podria deberse a
una diferente capacidad de expresion de proteinas del cisticerco en ambos hospederos

que impliquen diferentes destinos de los parasitos.

Expresion diferencial de genes

Durante un proceso infeccioso ocurre una serie de modificaciones transcripcionales
tanto en el parasito como en el hospedero. El resultado de estas modificaciones puede
establecer reglas particulares en la relacion hospedero-parasito, capaz de determinar el

curso de la infeccion. Asi, las diferencias en la presentacion de una enfermedad
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infecciosa no solo dependen de variaciones genéticas del agente infeccioso y del

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

Algunas técnicas para estudiar la expresion genética de los organismos son la
hibridacion sustractiva (Hedrick, 1984), la transcripcion inversa acoplada a la reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (Saiki et al., 1985; Kawasaki et al., 1988), la
secuenciacion de extremos de clonas tomadas al azar de una genoteca de expresion
(Expressed Sequence Tag, EST) (Adams et al., 1991), la expresion diferencial
(Differential Display) (Liang and Pardee, 1992), los microarreglos de DNA (Gene
Arrays) (Schena et al.,1995), el analisis seriado de la expresidn genética (SAGE)
(Velculeascu et al., 1995) y la técnica cuantitativa de RT-PCR en tiempo real (Higuchi
et al., 1993).

La identificacion de genes del cisticerco de T. solium (procedentes de distintas
localizaciones) expresados diferencialmente en el hospedero podria también estar
asociada con un fenomeno inflamatorio diferencial, como se observa entre los
cisticercos localizados en el SNC y en el musculo esquelético. La expresion diferencial
de genes puede abordarse a través de la protedmica, o bien mediante el DD-RT-PCR

(Differential Display Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction).

El DD RT-PCR, basado en una reaccion de PCR (Liang and Pardee, 1992; Stein and
Liang, 2002) a partir de cDNA, ha resultado de utilidad para la identificacion de genes
criticos en el desarrollo de organismos (Bryant et al., 1999; Dubrovski et al., 2000), en
la modulacion de la respuesta inmune (Gao et al., 1999; Kang et al., 1996) y en el
estudio de la relevancia de factores quimicos o ambientales asociados con la expresion
de un gen (Ma et al., 1999; Van Beneden et al., 1999). Este procedimiento también ha
sido de utilidad para identificar diferencias especificas en la expresién de genes entre
poblaciones de organismos muy relacionados, como en Echinococcus granulosus
(Zhang et al., 2003), asi como diferencias asociadas con la virulencia de parasitos 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 parasito en diferentes compartimentos anatémicos del hospedero
intermediario, se evalud la expresion diferencial de genes de cisticercos de diferentes

regiones anatomicas de un cerdo mediante DD RT-PCR.

En dicho trabajo se utilizé un primer de anclaje 5’-T,,C-3’ para la obtencién de cDNA de
la subpoblacion de mRNA que en su extremo 3’ previo a la cola de poliA termina con
una G (guanina), asi como cuatro primers de amplificacion los cuales son decameros
de secuencia aleatoria. Se realiz6 el DD-RT-PCR en nueve cisticercos de cerdo (tres
de musculo esquelético, tres de parénquima cerebral y tres del espacio
subaracnoideo). En las reacciones de PCR para cada subpoblacion de cDNA se
utilizaron cuatro primers de amplificacion. Se identificaron un total de 21 bandas
expresadas diferencialmente (Gonzéalez, 2007). Cabe mencionar que las 21 bandas
tuvieron distinta expresion en los tres cisticercos de cada localizacion anatomica; por
ejemplo, de los cuatro primers de amplificacion, 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 musculo
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 sefialo la relevancia de variaciones en la expresion
de genes dependiendo de la localizacién del cisticerco, variaciones que podrian
asociarse con diferencias en la respuesta inflamatoria que ocurre alrededor de los

cisticercos en distintos compartimentos del hospedero.
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JUSTIFICACION
Durante el establecimiento y el desarrollo de un parasito en el hospedero, es factible
que aquél pueda modular el entorno para favorecer su desarrollo a través de la

expresion de un conjunto de moléculas idéneas para tal fin.

La identificacion de las moléculas que modulan diferencialmente el ambiente en que el
parasito se desarrolla permitiria identificar posibles blancos de interés para el control de

la parasitosis.

Considerando estas posibilidades y los avances alcanzados en la obtencion de
fragmentos génicos que se expresan diferencialmente entre cisticercos procedentes de
distintas regiones anatdémicas del cerdo, se completara esta fase del trabajo a través de

la identificacion y caracterizacion de los genes que se expresaron diferenciadamente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Evaluar las moléculas que el cisticerco expresa diferencialmente segun el ambiente en

el que se instala y desarrolla.

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

para su establecimiento, que difiere segun se localice en el en el musculo 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 musculo esquelético.

Objetivos particulares
Confirmar la expresion diferencial de genes en cisticercos de distintas regiones

anatémicas 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 proteinas se conservan las diferencias en la expresion de los
RNAs encontrados entre los cisticercos procedentes de musculo esquelético y cerebro

de cerdos infectados.

MATERIALES Y METODOS

Expresion diferencial de genes de cisticercos en cerdos infectados naturalmente
En el trabajo de maestria en ciencias realizado por Antonio Ernesto Gonzalez Gonzélez
(2007) se identificaron 22 bandas expresadas diferencialmente en cisticercos de
diferentes regiones anatomicas 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
(Gonzalez, 2007) se aislaron seis que cumplian la condicion de estar expresadas en los
duplicados de cada cisticerco y en tres cisticercos de cada region anatémica estudiada,
y estar subexpresadas en la region anatdmica opuesta. Asi, se eligieron cuatro bandas
del SNC y 2 de ME. Los productos de amplificacion 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- AAGCTT TTTTTTTTT C
-3") y los primers de amplificacion decameros 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

seccion de RT-PCR en el punto final de este andlisis.

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 liquido con
antibiético para hacer extraccion de DNA plasmidico. La presencia de los insertos de

cada ligacion se confirmd 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 esta 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

amplificacion.

Se realizd un Blastn (alineamiento de secuencias de nucleétidos) a las secuencias
obtenidas de la secuenciacion en el servidor de NCBI; cinco de las secuencias no
mostraron homologia con otros genes en el gene-bank, y se buscé en las bases de
datos del proyecto de secuenciacion del genoma de T. solium, en donde se logrd
identificar en la base de ESTs dos de los genes secuenciados. Las secuencias
identificadas correspondieron a la proteina Organic Anion Transporter Protein, de 300
pb, a la proteina Secl4Tsol, de 200 pb, previamente estudiada por Montero et al.,
2007, y a la Importin 7, de 450 pb. Todos los RNAmM se expresaron en cisticercos

procedentes del SNC y no de ME.

Para confirmar la expresion diferencial de estas proteinas (Sec14TSol, Importina 7 y
Proteina Transportadora de Aniones Organicos) en cisticercos de musculo esquelético
contra los cisticercos de SNC de cerdos se disefiaron los primers para realizar ensayos
de RT-PCR punto final y de RT-PCR en tiempo real.

Obtencién 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
anatémicas: 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 nitrogeno liquido. Los
cisticercos se almacenaron a —80° C hasta su utilizacion para la extraccibn de RNA
total. Se extrajo RNA total (Anexo 2). Se realiz6 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 expresion
diferencial de los tres genes identificados en los parasitos de cada condicion, de
acuerdo con los protocolos que a continuacion se mencionan para cada una de las

técnicas.

gRT PCR de genes en cisticercos de cerdos

Amplificacién de los genes mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real

Para la realizacion de la PCR en tiempo real se emple6 el termociclador LightCycler 1.5
(Roche); el sistema de deteccion fue el fluorocromo SYBR® Green |.

La reaccion se realiz6 de la siguiente manera, tomando en cuenta que el volumen de
agua y MgCI2 varié de acuerdo con el gen que se amplificd. Se llevd a un volumen final
de 10 pL, colocando 3.8 yL de agua desionizada estéril, 1.2 yL de MgCI2 (25 mM), 1 yL
de la mezcla de los iniciadores correspondientes (20 uM), 1 uL de la mezcla DNA
master SYBER Green | de Roche y 3 uL 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 amplificacién: 1 ciclo a 95 °C durante 5 min, 30
ciclos bajo las siguientes condiciones: 9 5°C por 10 s, 56 °C durante 10 sy 72 °C
durante 10 s (en este punto se realiz6 la medicidon de la fluorescencia); posteriormente
se incrementd la temperatura de 60 °C hasta 95 °C a una velocidad de 0.1 °C/s, y
durante esta fase se midio la fluorescencia en forma continua para construir la curva de

disociacion 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 reaccién se realizaron curvas de concentraciéon 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") Tamafio del amplicén
B-Actina F: CAACGCTATCATGAAGTGCG 113 pb
R: TCTCCTTCTGCATACGGTCTG
Sec14Tsol F: GGTGGATGAATCGAAGAGGC 110 pb
R: CGACAGCCAGTTTGACGTATG
Importina7 F: TCAAGGATGCATACGCCG 117 pb
R: CAGTGTCGCTATCAACCGCTA
Proteina transportadora | F: AGTGGACACCCTCTGGCAT 108 pb
de aniones R: GCTGTGCCTTGCATAGCTTT

Se obtuvieron los valores del ciclo umbral (CT) de cada una de las muestras v,
utiizando al gen de la B-actina como control, se calcularon los valores de ACT de

acuerdo con la férmula:

Ratio = 2 -ACT (gen control- problema) (Pfaffi 2001)

Inmunolocalizacién de la proteina Sec14Tsol

Para el caso de la secuencia que presentd un 100% de identidad con el gen Secl14Tsol
reportado por Montero et al. (2007), se realizdé un estudio de inmunolocalizacion para
confirmar los resultados obtenidos, utilizando cortes histolégicos de cisticercos de
cerdos de las regiones anatdbmicas ME y SNC, siguiendo la metodologia utilizada por
Rosas et al. (1998).
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RESULTADOS

Expresion diferencial de genes de cisticercos de cerdo

En estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion se encontraron 21
amplificados de cDNA que se expresaron diferencialmente entre cisticercos
procedentes de musculo esquelético y procedentes del cerebro de un cerdo infectado
naturalmente con cisticercos de T. solium. Las bandas se extrajeron y sélo las
secuencias de seis bandas pudieron se reamplificarse, ligarse y clonarse exitosamente.

Los productos de amplificacion se secuenciaron por duplicado.

Al hacer blast en el servidor del “Gene Bank” de las seis secuencias, solo una de las
seis mostr6 homologia con una secuencia previamente reportada. Esta secuencia
corresponde a la proteina de union a lipidos (Sec14Tsol), que se expreso en cisticercos
del SNC y no cisticercos de musculo esquelético. La proteina Secl4Tsol puede tener

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

Las otras cinco secuencias, al nho mostrar homologia con moléculas reportadas en
Gene Bank, se analizaron utilizando las bases de datos del proyecto del genoma de T.
solium; sélo se identificaron dos secuencias: la proteina de transporte aniénico (TAO) y
la Importina 7.

En los ensayos de RT-PCR punto final no se encontré que la expresion de los genes
fuera diferencial en los dos distintos tejidos, mientras que a través de los ensayos de
RT-PCR en tiempo real se encontr6 que el gen SecldTsol se encuentra
sobreexpresado en cisticercos de SNC y del ME, mientras que los genes de Importina
7 y Proteina Transportadora de Aniones se encuentran subexpresados en cisticercos
procedentes de ambos tejidos, aunque para el gene TAO se observO una mayor
expresion en cisticercos procedentes de ME con respecto a los procedentes del SNC

(Figuras 3y 4).
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Al hacer el andlisis de expresion de los tres genes de parasitos del SNC con respecto a
los de ME, encontramos que al gen Sec14Tsol esta sobreexpresado hasta 8 veces mas

que los otros dos genes (Figura 4).

Considerando que de los tres genes considerados s6lo uno habia sido previamente
estudiado, por el grupo de la Dra. Teresa Garate, en Espafia (Secl4Tsol), para
ahondar en el estudio de la expresién diferencial se establecié una colaboracion con la
Dra. Gérate, quien nos proporcioné el anticuerpo policlonal anti-Sec14 Tsol. Se realiz6
la inmunolocalizacion de la proteina Secl14 Tsol en cisticercos de musculo esquelético
y SNC de cinco cerdos naturalmente infectados usando el anticuerpo policlonal a una
dilucion 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 encontrd sobreexpresado en cisticercos de SNC y subexpresado en cisticercos de
musculo esquelético, y en la inmunolocalizacion se observo poca o nula sefial de la
proteina en cisticercos de SNC y con una buena sefial en cisticercos de musculo

esquelético (Figura 5).
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IMPORTINA SEC14 TAO

Figura 3. Expresion diferencial de genes mediante RT-PCR en tiempo real
logaritmica. Gréfica del nivel de expresion diferencial de los genes Importina 7,
Secl4Tsol y Proteina Transportadora de Aniones Organicos. Se muestra el nivel de
expresion de cada gen en parédsitos de las dos localizaciones anatomicas de los
cerdos. Se observan de forma logaritmica, por lo que el gen Secl14Tsol se expresa en
mayor proporcién que los genes Importina 7 y Transportadora de Aniones Organicos.

Los tres genes muestran menor expresion en los paréasitos de ME.
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EXPRESION RELATIVA A ACTINA

IMPORTINA SEC14 TAO

K SNC
& ME

DELTACT

Figura 4. Expresion diferencial de genes mediante RT-PCR en tiempo real. Gréafica
del nivel de expresion diferencial de los genes Importina 7, Secl4Tsol y Proteina
Transportadora de Aniones Organicos con referencia al gen de expresion constitutiva

B-actina.
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CISTICERCO DE ENCEFALO

CISTICERCO DE MUSCULO

1: 5000

Figura 5. Imagenes de inmunlocalizacién de proteina Sec14 Tsol. Se muestran las

imagenes representativas de ensayos de inmunolocalizacion con el anticuerpo

policlonal hecho en conejo antiproteina Secl4 Tsol. La proteina se localizé en

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

encéfalo (+). No se detectd la proteina utilizando un suero de conejo no inmunizado

(control negativo) para ambos casos.

33



IDENTIFICACION DE FACTORES GENETICOS DEL CISTICERCO DE Taenia solium RELACIONADOS CON SU LOCALIZACION
Y SU GRADO INFLAMATORIO EN LA NEUROCISTICERCOSIS

DISCUSION

El objetivo de esta parte del trabajo de investigacion consistié en evaluar y confirmar la
expresion diferencial de genes de cisticercos procedentes del SNC y del ME. Se sabe
que la expresion de genes depende no solo de variaciones genéticas, sino también de
modificaciones postranscripcionales. Considerando las variaciones en la manifestacion
de la respuesta inflamatoria en cisticercos localizados en el SNC con respecto al ME,
nos preguntamos si estas variaciones en la respuesta podrian asociarse con
variaciones en la expresion de proteinas del parasito que promovieran una respuesta
inflamatoria diferente. Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion
mostraron a través de DD RT-PCR que los cisticercos de T. solium procedentes del
cerebro de cerdos infectados mostraban un patron de transcripcion de genes diferente
de aquellos recuperados del ME. Estas diferencias se centraron en la expresion de 21
bandas, de las cuales sélo 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 s6lo pudo identificarse la proteina de tres de ellas, que corresponden a la
proteina Secl4Tsol, la Importina 7 y la Proteina Transportadora de Aniones Organicos.
De las tres proteinas mencionadas concentramos el estudio en la proteina Sec14Tsol,
considerando que es una proteina importante en la union de lipidos y podria participar
en el tréfico de este tipo de moléculas a la membrana.

Los cisticercos recuperados del SNC del cerdo mostraron una expresion diferencial del
transcrito de esta proteina, mientras que los cisticercos recuperados de ME no la
presentaron. Estos datos se confirmaron mediante PCR en tiempo real. Para evaluar la
expresion diferencial al nivel de la proteina se realizé un ensayo inmunohistoquimico en
cortes de cisticercos recuperados de ambos tejidos. Los estudios por
inmunohistoquimica no confirmaron los hallazgos del DD RT-PCR y RT-PCR en tiempo
real. Esta discrepancia entre la expresion del transcrito y de la proteina podria deberse
a que el transcrito tiene mecanismos de regulacion, como modificaciones
postraduccionales, o a que en el encéfalo hay mayor cantidad de lipidos que en el

musculo esquelético y que por interacciones lipidos-proteina (Sec14 Tsol) los sitios que
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son blanco del anticuerpo policlonal para la proteina no sean reconocidos por éste y no
se detecte la proteina en los cisticercos del encéfalo de los cinco cerdos, por lo cual hay
que confirmar la expresion diferencial de este gen mediante RT-PCR al nivel del
transcrito o al nivel de la proteina con una inmunolocalizacion con microscopia de

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

La expresion 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 parasitos
son de diferente estirpe, por lo que estas variables podrian influir en la expresion de
genes de cada individuo evaluado. En otros parasitos se ha encontrado que la
variabilidad genética puede definir factores como la virulencia, el ciclo de vida, el
hospedero y la resistencia a farmacos (Thompson et al., 1996), pero en este caso, al
ser los parasitos genéticamente iguales, variaciones en su expresion de proteinas,
capacidad patogénica o resistencia a farmacos pudiera deberse a factores
microambientales propios del tejido mas que a diferencias genéticas del parasito.
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Capitulo 2. Identificacién de factores genéticos del cisticerco de Taenia solium
relacionados con su localizacion 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 mamiferos en su ciclo de vida como hospederos obligatorios: un herbivoro u
omnivoro como hospedero intermediario, y un carnivoro como hospedero definitivo.
Evidencias filogenéticas indican que el género Taenia afect6 a hominidos africanos
antes de que ocurriera la domesticacion y el desarrollo de la agricultura. Se ha
propuesto que el ancestro comun del genero Taenia pudo haber surgido desde hace un
millén de afios en herbivoros de Africa como antilopes, pudiendo haber sido los
hospederos intermediarios leones y hienas que se alimentaban de estos herbivoros
(Hoberg et al., 2001). Desde Africa el parasito 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 parasito y en
sus caracteristicas morfologicas. De estas 42 especies, las mas estudiadas son las que
afectan al hombre en su fase adulta (Taenia solium, Linnaeus 1758; Taenia asiatica,
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 publica, la sanidad alimentaria, la salud

humana y animal.

La distribucion actual, la biologia y la relacibn hospedero-parasito de T. solium, T.
saginata, T. asiatica y otras especias del género Taenia pueden deberse a las historias
de asociacion con sus respectivos hospederos y a la historia de distribucion geografica
de éstos, ya que se ha descrito una relacidén monofilética entre las especies del género
cuando se compararon con la especie mas antigua Taenia mustelae (Gmelin, 1790).
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La hipotesis mas aceptada acerca de la parasitosis en humanos por especies del
género Taenia dice que se establecié en forma definitiva con la domesticacion 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, canidos y hienas
(Hoberg, 2006).

Algunos resultados de inferencias filogenéticas sugieren que T. solium emergio de
ancestros adquiridos en relaciones hospedero-parasito entre cerdos-hienas, mientras
gue T. saginata emergié de ancestros adquiridos de las relaciones hospedero-parasito
existentes entre bovinos-felinos. Asi mismo, se sabe que T. saginata y T. asiatica son
especias hermanas que divergieron aproximadamente hace un millén de afios (Hoberg,
2001; Michelet and Dauga 2012), mientras que los genotipos mitocondriales

africano/americano y asiatico de T. solium divergieron hace 359 000 afios.

En México solo se ha reportado la presencia de dos especies del género Taenia: T.
solium y T. saginata. Se ha documentado que T. solium llegé al Nuevo Mundo hace al
menos 500 afios, traida por los conquistadores europeos (Crosby, 1972), consolidando
Su presencia biol6gica en México a través de la explosion numérica de sus hospederos

intermediarios (cerdo) y definitivos (humano).

Un caso particular lo constituye T. asiatica, una especie que al igual que T. solium
afecta al ser humano produciendo NC con manifestaciones clinicas muy similares,
aungue se caracteriza por invadir preferentemente el tejido subcutaneo de los humanos
afectados. Taenia asiatica fue descrita con base en la morfologia del estadio larvario y
adulto, y apenas en 1994 se reconocid 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 evaluacion mediante RFLPs PCR de la region 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 biologia, como el estudio de la evolucién, la ecologia, la biomedicina, las
ciencias forenses y la diversidad. Ademas 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
andlisis de proteinas, o de manera directa con estudios de DNA. Los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad para detectar polimorfismos en loci Unicos o

multiples, 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 fosforilacion oxidativa, dos RNAr y 22 RNAt (Nakao et
al., 2000). EI mtRNA de animales carece de intrones y se transcribe como RNA
policistronico, que se parte en RNA monocistronico antes de la traduccion (Stansfield,
1992). EI DNA de la mitocondria es especialmente importante para trazar historias
filogeograficas y de estructura poblacional genética, estrechamente relacionada con el
linaje, porque es de herencia uniparental y no se recombina. También nos permite
inferir cambios demogréficos y de dispersion 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 informacion genética se encuentra contenida en el

nuacleo de la célula. EI nDNA se encuentra empaquetado y asociado a proteinas
denominadas histonas, conformando los cromosomas. EI nDNA contiene regiones
Unicas de una sola copia y no Unicas duplicadas o regiones repetitivas (Stansfield,
1992). Se considera que los organismos diploides tienen dos copias de cada region

genética (locus) en los pares homélogos 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 nucleos. Contiene la

informacion para el RNA que conforma los ribosomas, por lo que es informacion que se
transcribe pero no se traduce. El rDNA se presenta en repeticiones tandem y esta
formado por tres subunidades altamente conservadas (18 rDNA, 5.8 rDNA y 28 rDNA),
separadas por dos espaciadores con elevadas tasas de sustitucion (ITS1 e ITS2). Estas
repeticiones en tdndem se encuentran conservadas a lo largo de todo un genoma y
evolucionan concertadamente, lo que se atribuye a eventos recombinatorios como
entrecruzamiento desigual y conversion 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 estadistica de que se presenten sitios complementarios al
oligonucledtido 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 nucleétidos en los
sitios de acoplamiento del oligonucledtido, y por insercién o delecién de los fragmentos

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

Los RAPDs son Uutiles en la elaboracion de mapas genéticos, en el estudio de
parentesco y en el analisis de la estructura poblacional, ya que ayudan a estimar el
tamafo efectivo, el aislamiento reproductivo y los niveles de fecundacion cruzada

(Otero et al., 1997; Parker et al., 1998). Una aplicacion paralela es la deteccion de
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uniformidad genética con un marcador eficiente y rapido, lo cual puede ser util en la

determinacion de estabilidad en programas de reforestacion (Otero et al., 1997).

RELPs

El analisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs, de

las siglas en inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) fue el primer marcador
de DNA utilizado por bidlogos poblacionales (Parker et al., 1998). Este método expresa
diferencias especificas del DNA que fueron reconocidas por enzimas de restriccion
particulares (endonucleasas). Cada una de las endonucleasas (de origen bacteriano)
reconoce y corta solamente una secuencia especifica 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 mutacion dentro de esos sitios podria cambiar el patron
del fragmento y permitir que se detecte un RFLP al comparar dos o0 mas genomas
(Valadez and Kahl, 2000).

RFLP-PCR

Los RFLPs son causados por rearreglos del DNA, tales como pérdidas, inserciones o
sustituciones de secuencias o nucleétidos Unicos, lo que genera una ganancia o
pérdida de sitios de restriccion. Esto se detecta a través de diferencias en el peso
molecular de los fragmentos homélogos de restriccion del DNA gendmico. Con el
producto amplificado de PCR se realiza una digestion con diferentes enzimas de
restriccion. Los fragmentos resultantes de la digestion se separan por electroforesis en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, o de acrilamida tefiidos con nitrato de

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

Secuenciaciéon de DNA

Los analisis mas detallados para el estudio de DNA pueden obtenerse secuenciando la
region de interés para diferentes individuos; actualmente, el uso de secuencias es muy
comun. Un area donde se ha utilizado ampliamente la secuenciacion del DNA es el

analisis de genética de poblaciones y problemas taxonémicos. Este método incluye
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cuatro pasos: i) identificar secuencias que tengan la variacion necesaria; ii) aislar y
purificar un numero elevado de copias de la secuencia (ya sea por clonacion o

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

De los marcadores moleculares mencionados anteriormente se han utilizado diferentes
secuencias para evaluar relaciones filogenéticas, epidemiologia molecular y la
variacion genética en céstodos de los géneros Echinococcus y Taenia, tanto en
parasitos de muestras clinicas como en huevos de taénidos (McManus, 2006).

Para el diagndstico diferencial de T. solium y T. saginata se mencionan a continuacion
diferentes estudios en los que se han utilizado técnicas de biologia molecular, tales
como sondas de DNA (&cido desoxirribonucleico) y PCR. En 1990, Harrison et al.
clonaron dos sondas de DNA no codificante, HDP1 y HDP2, a partir de una genoteca
genomica de T. saginata que permitieron, mediante hibridacién, la identificacion
diferencial de los dos taénidos que infectan al hombre. Igualmente, Chapman et al.
(1995) clonaron a partir de genotecas gendmicas de T. solium y T. saginata dos
sondas, pTsol-9 y pTsag-16, especificas 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 especificamente 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 disefio
una “multiplex PCR” que permitio la realizacion de un diagnostico diferencial especie

especifico de T. solium y T. saginata. (Gonzalez et al., 2000; Gonzalez et al., 2002a).

Esta PCR se utiliz6 para la identificacion de aislados de tenias procedentes de distintas
zonas geograficas (Gonzélez et al.,, 2002b). Paralelamente, Mayta et al. (2000)
propusieron la deteccién diferencial de T. solium y T. saginata mediante una PCR-RFLP

(PCR-restriction fragment length polymorphism), basada en la amplificacién del gen
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5.8S ribosomal, ademas de los espaciadores intergénicos ITS1 e ITS2, y la digestion
posterior con las enzimas Alu I, Dde | y Mbo |. En ese periodo se desarrolld6 una PCR-
RFLP que amplifica la secuencia 12S ribosomal del DNA mitocondrial, seguido por
digestion con la enzima Dde I, que distingue a T. solium de T. saginata (Rodriguez-
Hidalgo et al., 2002). Finalmente, en los ultimos afios la técnica PCR no sélo se ha
empleado en la deteccidén de infecciones producidas por T. saginata y T. solium sino
también en el estudio de la variabilidad génica inter- e intraespecie en diferentes
aislados geogréficos de ambos parasitos. Asi, 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 antigeno diagnéstico Ts14 (Tsang et al., 1989; Greene et al., 1999,
2000) a partir de DNAg de cisticercos extraidos de cerdos originarios de Perq,
Colombia, México, India, China y Filipinas. La variacion encontrada al nivel nucleotidico
fue minima entre aislados geograficos de T. solium cuando se emplearon marcadores
moleculares CO1 y Tsl14; también fueron minimas las diferencias obtenidas con el
marcador ITS1. Ademas estas variaciones se establecieron entre los cisticercos de un

mismo pais y no entre los distintos aislados geogréficos.

Por otro lado, las secuencias de DNA mitocondrial de los genes citocromo ¢ oxidasa 1
(Cox 1) y NADH deshidrogenasa 1 (Nadhl) se han utilizado ampliamente en biologia
evolutiva, genética de poblaciones y filogenética en los géneros Echinococcus y
Taenia. En los genes de Cox 1 y Nadhl 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 asiatico y el

afroamericano (Nakao et al., 2002).

Recientemente se ha confirmado la descripcion de estos dos clados geograficos de T.
solium (Nakao et al., 2002) a nivel nuclear (Sato el al., 2011) al identificar en el gen
Ag2, que codifica a un antigeno de glicoproteinas usado para inmunodiagnadstico, tres

sitios con sustituciones nucleotidicas en el intron 1 del gen en las posiciones 50, 51 y
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55, que se correlacionan con las diferentes localizaciones geograficas de los parasitos
(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 areas
geograficas, 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 regidén geografica (Bobes et al., 2010). Aunque no se ha
explorado si estas diferencias podrian 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 hipoétesis.

La posibilidad de que diferentes subpoblaciones del parasito puedan infectar al cerdo o
al hombre se exploré6 mas recientemente comparando la variabilidad genética de los
parasitos obtenidos de hospederos humanos con NC con la de parasitos provenientes
de cerdos cisticercosos (Hinojoza-Juarez 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 parasitos de humanos y

de cerdos mediante la evaluacién de los genes Cox1 e ITS1.
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Nucleotide position

1 32 114 247 298 362
5'-| exon intron exon intron exon -3
33 50 55 113

] I ] ]

Indonesia GTGGGTGCCCATTTCGAGGGTCTACATAGCCTCATGCAAGACCTACTACATGCTCCAATTAAAACGCTTTTTTGCCTTTAG
Inda = 0 (G e s e e s L e L B S
China ~ = -—----mmmmmee- GG =T mmmmmmm m oo o
Brazil - I et
Tanzania ~  ----------------- B I e et
Cameroon ------------oooeo g e et
South Africa -----------mmuu- LI e

Figura 6. Estructura del producto de PCR secuenciado del gen Ag2 de T. solium.
Se observan las sustituciones nucleotidicas en el intrén 1 del gen Ag2, identificadas en
muestras de T. solium de diferentes regiones geograficas del mundo, que las agrupan en dos

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

La variabilidad genética se evalu6 también en un estudio pareado genético-
inmunologico. Barcelos et al. (2012) evaluaron la reactividad mediante ELISA de sueros
de pacientes con NC y sueros de cerdos cisticercosos en cuatro areas de Brasil
(Distrito Federal, Bahia, Minas Geris y Sdo Paulo) y relacionaron estos datos con las
diferencias genéticas de cisticercos de cerdos obtenidas mediante RAPDs. Se encontro
una alta reactividad de los sueros de humanos con los parasitos del Distrito Federal de
Brasil y una mayor diferencia genética entre cisticercos del Distrito Federal y cisticercos
de Bahia, Minas Geris y S&o Paulo, informacién que consolido 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 pais,
como fue inicialmente propuesto por Vega et al. (2003) y Maravilla et al. (2003) en

México.

La variabilidad genética en algunos parasitos puede reflejarse en caracteristicas como
la virulencia, la tasa de crecimiento, la especificidad por el hospedero, el ciclo de vida,
la sensibilidad a los farmacos y el metabolismo (Thompson and Meloni, 1993). Asi, en

E. granulosus se ha reportado que la variabilidad genética resulta en la existencia de
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diferentes cepas del parasito que difieren en caracteristicas fenotipicas 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 dinamica
de transmision, la epidemiologia y el control de la enfermedad (Thompson and
McManus, 2002).

Filogeografia y biogoegrafia de Taenia solium

La filogeografia enfatiza aspectos histéricos de la distribucion espacial actual de linajes
de genes utilizando informacion temporal (historica) que ha sido posible obtener a partir
del uso y analisis de la informacion contenida en las moléculas de DNA. Esto es, trata
de interpretar la extensién y el modo en que los procesos demograficos histricos han
dejado marcas evolutivas en la distribuciébn geogréfica actual de caracteres

genéticamente basados (Avise, 2000).

Taenia solium presenta baja variabilidad genética para estudios de biogeografia
(Hancock et al., 2001), aunque es una especie con polimorfismos, ya que se han
reportado dos genotipos mitocondriales: el africano/americano y el asiatico (Nakao et
al., 2002; Michelet et al., 2010). El bajo nivel de variacion genética en los marcadores
moleculares utilizados no impide su uso como marcadores biogeograficos, 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 asiatico. Estos hallazgos pueden deberse a la
historia de Madagascar, ya que se sabe que ha tenido influencia de paises africanos y
asiaticos desde su colonizacién hace 2000 afios, y esta hipotesis la apoya el hecho de
que la lengua hablada en Madagascar (el malgache) tiene caracteristicas 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 compard la secuencia del gen Cox1l con muestras de
América Latina, encontrando que dos de tres muestras de México formaron un grupo
con muestras de Camerun y Brasil, mientras que otro grupo de 36 muestras de México
se agrup6 con muestras de Tanzania y Ecuador. Estos resultados, sugieren los autores,
muestran que en México coexisten tres poblaciones de T. solium y que hubo mdultiples
arribos de esta especie a América Latina, basandose en secuencias de los genes
mitocondriales Cox1 y Cytb (Michelet et al., 2011). Utilizando el marcador molecular
ITS1 también se encontré 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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JUSTIFICACION

Las caracteristicas de una enfermedad parasitaria pueden establecerse con base en
los rasgos genéticos particulares tanto del hospedero como del parasito. Si bien se ha
comenzado a explorar el genoma del hospedero, la relevancia de factores genéticos

del parasito para modular la expresion de la enfermedad no se ha estudiada adn.

La informacion generada en este proyecto contribuira a aumentar nuestro conocimiento
sobre los factores genéticos del parasito que podrian participar en la heterogeneidad de

la neurocisticercosis, y nos permitirdn generar hipotesis en la fisiopatologia de la NC.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconoce si la variabilidad genética de cisticercos de T. solium alojados en el SNC
humano podria estar asociada con la heterogeneidad demografica, clinica y radiol6gica
de los pacientes con NC.

HIPOTESIS

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

las diferentes formas clinico-radiolégicas 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 demograficas, clinico-radioldgicas de los pacientes con NC.

Objetivos particulares
e Describir la variabilidad de la secuencia del gen mitocondrial de citocromo b
(Cytb) de cisticercos provenientes de pacientes con NC con diferentes
presentaciones clinicas y radiolégicas.
e Evaluar la asociacion de la variabilidad genética del gen mitocondrial de
citocromo b (Cytb) de cisticercos provenientes de pacientes NC con las variables

clinico-radiol6gicas de los casos.
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MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de este proyecto incluyé una fase de colecciébn de las muestras de

parasitos para realizar los estudios.

Universo de trabajo
Cisticercos obtenidos de pacientes NC que fueron sometidos a extraccién quirdrgica de
los cisticercos, siguiendo los criterios propios de cada institucion médica participante.

Seleccion de la muestra

a) Debido a que no se dispone de informacion suficiente para calcular un tamafio
de muestra, y que el tipo se estudio es observacional, el presente protocolo
se plante6 como estudio piloto. La secuencia y el analisis de los genes
mitocondriales Cytb se realiz6 en 28 cisticercos (quistes Unicos o multiples)
obtenidos de 12 diferentes pacientes con diagnédstico confirmado de NC.
b) Criterios de seleccion de pacientes con NC
a. Criterios de inclusion: Pacientes con NC con cisticercos localizados en
diferentes compartimentos del SNC que de acuerdo con los criterios del
servicio de neurologia, neurocirugia y urgencias del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Dr. Manuel Velasco (INNN MV) y del servicio
de neurologia, neurocirugia y la unidad de investigacion médica en
enfermedades neuroldgicas del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, fueron sometidos a extraccion
quirtrgica de los cisticercos. Todos los cisticercos utilizados en este
trabajo provinieron de pacientes que autorizaron el uso de los cisticercos
para este propdsito por medio de carta de consentimiento informado.

b. Criterios de no inclusién: Pacientes con neurocisticercosis que fueron
sometidos a extraccion quirdrgica de los cisticercos y que no aceptaron

participar en el estudio.
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c. Criterios de exclusion: Pacientes que fueron sometidos a un
procedimiento quirdrgico con un diagndstico diferente a NC, pero que
durante la cirugia se les extrajo un cisticerco quirdrgicamente y que no
aceptaron participar en el estudio posteriormente a la obtencion de la

muestra.

Procedimientos

Pacientes

Los pacientes incluidos en este estudio acudieron a la unidad de investigacion médica
en enfermedades neuroldgicas y a los servicios de neurologia y neurocirugia del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI y el INNN MV. Se
invitd a participar a todos los pacientes con NC confirmada y que requirieron extraccion
quirurgica de los parasitos, de acuerdo con la evaluacion independiente de los médicos
adscritos a esos servicios, sin que se aplicara alguna indicacién quirdrgica especial

para este proyecto de investigacion.

Aunque este estudio no requirid6 como parte del mismo la evaluacion y el seguimiento
posterior de los pacientes porque la observacion se realiz6 en los parasitos, los
pacientes continuaron recibiendo la atencion habitual de los servicios participantes.

La informacion clinico-radiologica de cada paciente se colectd posteriormente, cuando
el material necesario estuvo disponible en los archivos de las instituciones

participantes.

Extraccion de DNA de cisticercos de humanos

Se purific6 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 nitrégeno liquido y se conservaron de forma individual, y se almacenaron a —80 °C

hasta su utilizacion.
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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.

Amplificacién de genes Cytb de cisticercos

La amplificacion del gen Cytb se hizo mediante la técnica de PCR (ver el protocolo en
el Anexo 5). Los oligonucledtidos utilizados  fueron cytb-F 5'-
ATAAACTGATAGATTGTGGTTC-3y cyth-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 quimicamente competentes de la cepa INVaF’ 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
realiz6 la miniprep para extraer DNA plasmidico (Anexo 7). Los DNA plasmidicos
obtenidos se trataron con la enzima de restriccion EcoR1 para comprobar la presencia
del inserto de interés (anexo 8). EI DNA plasmidico se mandd secuenciar en el
secuenciador Perkin Elmer/Applied Biosystems Modelo 3730 disponible en el Instituto

de Biotecnologia de la UNAM.

Anadlisis estadisticos del gen Cytb de cisticercos y asociacion con las
manifestaciones clinicas de pacientes

Ambas secuencias obtenidas de las reacciones de secuenciacion, 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 alinedé con el software Clustal X 1.83 (Thompson
et al., 1997).

Se determind el niumero de haplotipos en las secuencias del gen Cytb mediante el
programa Network (Bandelt, 1999) y se obtuvo el modelo evolutivo mas apropiado para

este conjunto de 28 secuencias mediante el programa Modeltest (Posada y Crandall,
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2001). Se realizé el analisis filogenético usando el método de maxima verosimilitud
(ML) usando como modelo evolutivo Felstenstein 81 (Felsenstein, 1981) con un
bootstrap de 10000 réplicas, en la version disponible en linea aLRT-PhyML en la

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

Los analisis de asociacién se realizaron usando el software NTSyS (Rohlf, 1998)
NTSYS-pc: Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System. Version 2.01.
Setauket, New York, USA: Exeter Software) con los que se construyeron matrices de
distancia de las variables demograficas, clinicas y radiologicas para confrontarlas con
las matrices de distancia genética de las variables de distancia evolutiva (modelo de
evolucion nucleotidica) F81 y p-distance (que es la proporcion de sitios nucleotidicos 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 realiz6 un analisis de la prueba exacta de Fisher, para lo cual se hicieron tablas de
contingencia de 2 x 2 comparando un haplotipo contra los ocho restantes en cada
ocasion; de la misma manera, un haplogrupo se comparo contra los tres restantes que
se formaron; en los analisis se incluyeron las comparaciones de pacientes con un
cisticerco contra pacientes con multiples cisticercos; pacientes con cisticercos con un
mismo haplotipo contra pacientes con mas de un haplotipo en el gen de estudio,
comparandolas con las variables demograficas clinicas y radioldgicas. Los resultados

se consideraron estadisticamente significativos con un valor de P < 0.1.

Analisis de secuencias publicas disponibles en gene bank

Se descargaron las secuencias del gen mitocondrial Cytb de T. solium disponibles en
gene bank al dia 3 de noviembre de 2014. Se alinearon en el programa Clustal X, se
determind el nimero 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 sustitucion Kimura dos-

parametros.
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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 estableci6 un convenio de colaboracién: el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Dr. Manuel Velasco Suarez” (INNN MVS) y el
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS. Los
parasitos proceden de distintas localizaciones en el SNC, incluyendo el parénquima, el
espacio subaracnoideo de la base, los ventriculos y la médula espinal (Tabla 2).
Adicionalmente, se colect6 la informacién disponible en los expedientes clinicos de los

pacientes donadores de los parasitos.

Se amplificé el gen mitocondrial Cytb de las 28 muestras (Figura 7). Se obtuvieron las
secuencias, se ensamblaron y se alinearon; se identificaron 13 sitios polimorficos, y

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

Clsticerco
cerdo

Electroforesis productos de PCR de eyt b de 25 cisticercos de
humanosde 29 cisticercos colectados

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

cisticercos de humanos. Se muestra el amplicén del gen Cytb con un tamario de 1298 pb.
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Tabla 2. Relacion de cisticercos colectados de pacientes diagnosticados con neurocisticercosis, y

caracteristicas clinicas de los pacientes.

aracteristicas | Edad | Sexo | HIC | Localizacién | Ndmero Aracnoiditis | Estadio Hidrocefalea | Hallazgos Celularidad | Nivel de Haplotipos
de parasitos | de y del Histoldgicos: | en LCR proteinas/
Paréasitos | ependimitis | Parasito inflamacion (céIszlas/ dL en

# Paciente mm’) LCR

1 59 M Si | Ventriculos | Mdltiple | Si Coloidal | Si ND 56 céls/ 263 6,7
mm? mg/dL

2 76 M Si | Ventriculos | Mdltiple | No Vesicular | Si Si 106 céls/ | 109 1,2
mm® mg/dL

3 36 M Si | Parénquima | Unico No Coloidal | No Si ND ND 6

4 39 M Si | SAS Mdltiple | No Vesicular | Si Si ND ND 6

5 75 F Si | SAS Unico Si Coloidal | Si Si 6 céls/ 31 8
mm? mg/dL

6 29 F No | Médula Mdltiple | Si Vesicular | No No 2 céls/ 15 6

espinal mm? mg/dL

7 27 M Si | Ventriculos | Mdltiple | Si Coloidal | Si ND 69 céls/ 94 5
mm? mg/dL

8 48 F Si | Ventriculos | Mdltiple | Si Coloidal | Si Si 62 céls/ 96 3,4
mm? mg/dL

9 42 M Si | Ventriculos | Mdltiple | Si Coloidal | Si No 11 céls/ 88 3,9
mm? mg/dL

10 46 F Si | Ventriculos | Mdltiple | Si Coloidal | Si ND 32 céls/ 71 8
mm? mg/dL

11 43 F No | SAS Mdltiple | Si Vesicular | No ND ND ND 8

12 27 M Si | Ventriculos | Mdltiple | Si Vesicular | No ND ND ND 6

Se colectaron 28 cisticercos de 12 pacientes distintos. Se muestra la informacion recabada de expedientes clinicos-radiolégicos de

los pacientes. Hipertension intracraneal (HIC), Liquido cefalorraquideo (LCR), Espacio subaracnoideo de los surcos (SAS), No
determinado (ND).
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Figura 8. Cambios nucleotidicos observados en el gen amplificado Cytb de los 28 parasitos de los 12 pacientes
con neurocisticercosis. Las secuencias del gen Cytb fueron ordenadas de acuerdo a los sitios polimérficos. Se muestran los

haplotipos y haplogrupos generados.
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Se encontro una asociacion estadisticamente significativa entre la distancia genética de
los parasitos estimada mediante los modelos F81 y p-distance y las once variables
demograficas y clinico-radiolégicas de los pacientes. La asociacion 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 determiné que en las 28 secuencias hay 9 haplotipos
(Figura 9), y debido a la relacion que mantienen en la red los nueve haplotipos fueron
agrupados en 4 haplogrupos. Considerando también los sitios polimoérficos que
compartian las secuencias, se obtuvo el arbol de maxima verosimilitud ML (Figura 10),

en el que los haplogrupos se mantuvieron con valores de bootstrap = 80%.
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Hg,

Hgs

Figura 9. Red de haplotipos en el gene Cytb. La red se construyé con el gen mitocondrial Cytb de las 28 secuencias de los
parasitos. El tamafio de los circulos representa la proporcidbn de cada haplotipo; las elipses representan los haplogrupos

identificados.
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Figura 10. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud. Se construy6 con las 28 secuencias de los parasitos de los 12
pacientes con neurocisticercosis (izquierda). Variables demograficas, clinico-radiol6gicas (derecha). Los nimeros corresponden a

las variables indicadas de la Tabla 3. También se muestran los haplotipos y los haplogrupos generados.
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Figura 11. Arbol 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 nimeros 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; MDG?7:

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 formé con siete parasitos obtenidos del mismo paciente
(paciente 2, haplotipos 1 y 2); estos parasitos compartian 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 mencion que el haplotipo 1 corresponde a un parasito
gue ademas de compartir los tres sitios polimdérficos antes descritos contenia un indel
(delecidn) en la posicion 761.

El segundo haplogrupo se formé con 6 cisticercos (haplotipos 3, 4, 5y 9) recuperados
de 3 pacientes (pacientes 7, 8 y 9); los cisticercos compartian un polimorfismo en la
posicion 340, donde una guanina (G) fue reemplazada por una citosina (C);
adicionalmente, tres de esos pardsitos mostraron cambios individuales (tipo singletons)

en otras posiciones (Figuras 8 y 9).

En el tercer haplogrupo se ubicaron 10 parasitos recuperados de cinco pacientes
(pacientes 1, 3, 4, 6 y 12). Estos parasitos correspondian a los haplotipos 6 y 7. Los
parasitos del haplotipo 6 mostraron polimorfismos en las posiciones 543 y 546, donde
se observaron reemplazos nucleotidicos de guanina (G) por adenina (A) y adenina (A)
por guanina (G), respectivamente, y el parasito del haplotipo 7 ademas contenia un
cambio en la posicién 292.

El cuarto haplogrupo se formd con cinco parasitos recuperados de tres pacientes
(pacientes 5, 10 y 11); estas muestras contenian 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 encontré6 asociacion entre las variables demogréficas,
clinicas y radiologicas 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 simultaneamente (Tabla 4).
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Una tendencia de asociacion con p = 0.07 se observé entre el haplogrupo 3 y la edad,
debido a que 4 de 5 pacientes que albergaron parasitos del haplogrupo 3 eran menores
de 40 afios. Por otra parte, los pacientes con parasitos de haplogrupo 4 fueron mujeres,
mientras que soOlo 2 de 7 pacientes infectados con cisticercos de otros haplogrupos
fueron mujeres, lo que mostré un grado de relacion con p = 0.04. Adicionalmente, se
encontr6 la tendencia de que pacientes jévenes albergaron cisticercos con un mismo
haplotipo, ya que cuatro pacientes mayores de 40 aflos presentaron cisticercos con
mas de un haplotipo, p = 0.07. Cabe mencionar que no se encontraron asociaciones

entre haplogrupos o haplotipos con las caracteristicas clinico-radiologicas.

Con las 24 secuencias del gen Cytb de T. solium disponibles en Gene Bank se
determind que hay 21 haplotipos. De los 9 haplotipos que se encontraron en los
cisticercos recuperados de humanos, dos se asociaron con parasitos recuperados de
cerdos. El haplotipo 8 se asocié con uno procedente de Ecuador y otro de Madagascar,
mientras que el haplotipo 3 se asocid con otro cisticerco recuperado de México (Figura
11). En el fenograma de NJ que se generd después del andlisis se encontré que los
cisticercos recuperados de humanos formaron un cluster con los cisticercos
recuperados en cerdos de paises de América Latina y de Africa: Brasil, Ecuador,
México y Camerun, 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. Dicotomizacion de datos demograficos, clinicos y radiolégicos de los

pacientes con neurocisticercosis.

Variable  Caracteristica

Transformacién Binaria

1

10

11

Edad

Sexo

Severidad clinica (hipertension intracranial)
Localizacion de los parasitos

NuUmero de parasitos

Presencia de aracnoiditis y ependimitis
Estadio de los parasitos

Hidrocefalia

Hallazgos histoldgicos

Numero de células en LCR

Nivel de proteinas en LCR

> 40 (1), < 40 (0)

Mujer (1), Hombre (0)

Si (1), No (0)

SAboME o lv (1), SAs o P (0)
Mudltiples (1), Unico (0)

Si (1), No (0)

Coloidal (1), Vesicular(0)

Si (1), No (0)

Presencia de inflamacion (1)*,
Ausencia de inflamacién (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

histolégicos, la inflamacion se definida como la presencia de linfocitos y macréfagos. La

gravedad radiologica se definio de acuerdo con el nimero y la localizacion de parasitos, la

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

de acuerdo con la aracnoiditis/ependimitis, el grado de involucion de los parésitos, los

hallazgos histolégicos y las caracteristicas citoquimicas del LCR (nimero de células/mm?y

nivel de proteinas).
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Tabla 4. Valor de Ry P de las pruebas de asociacién entre la variabilidad genéticay

los datos demograficos, clinicos y radiolégicos de los pacientes con la prueba de

Mantel.

Matriz R P

F81 vs. 11 variables demogréficas, 0.327 0.0001
clinico-radioldgicas

P-distance vs. 11 Variables 0.34 0.0001
Demograficas, clinico-radiologicas

F81 vs. p-distance vs. 11 variables 0.85 0.001

demograficas, clinico-radiolégicas
La prueba de Mantel se realiz6 utilizando dos distancias genéticas de los parasitos (F81
o p-distance) con 11 variables de los pacientes.
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DISCUSION

En este trabajo se ilustra la presencia de polimorfismos genéticos en el gen
mitocondrial Cytb de cisticercos de T. solium obtenidos por extraccion quirdrgica 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 parasitos; 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
mas 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 modulacién de la expresion 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 participacion de la diversidad genética de los
parasitos en la heterogeneidad de la NC. Esto concuerda con el hallazgo de la
asociacion estadisticamente significativa (medida con la prueba de Mantel) de las
11 variables clinico-radiologicas y la variabilidad genética (medida a través de la
distancia genética de F81). Estos resultados ademas 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 so6lo se ha
reportado la relacion entre el reconocimiento de antigenos del parasito y su
variacion genética (Barcelos et al., 2012). Por ello, éste es el primer trabajo que
sugiere directamente el impacto de la diversidad genética de los parasitos en las

variables de heterogeneidad clinico-radiolégica de los pacientes con NC.
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Adicionalmente, en este trabajo se observa una asociacion de los haplogrupos 3y
4 con la edad y el sexo, respectivamente, hallazgo que puede ser importante
puesto que se ha descrito que la neuroinflamacién y algunas presentaciones
severas de la NC son mas intensas en mujeres y menos frecuentes en nifios que
en adultos. En efecto, las formas encefalicas de la NC, que pueden ser causadas
por multiples degeneraciones de parasitos 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, Camerun, Tanzania y Madagascar,
manteniendo la distribucion del genotipo mitocondrial africano/americano, comun
en estos paises. 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 ultimo los haplotipos 2, 3y 9
mantuvieron una asociacion con los aislados de Camerun, 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 podria explicar las diferencias clinico-radioldgicas en los
pacientes con neurocisticercosis, y aunque no se encontré asociacion de estas
variables con los haplotipos o haplogrupos de cisticercos de humanos, si se
encontré asociacion entre las variables clinico-radiolégicas y la variabilidad

genética a través de la prueba de Mantel.

Cabe recalcar que no se encontr0 asociacion entre las variables clinico-

radiolégicas de los pacientes y los haplogrupos o haplotipos observados. Esta
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falta de asociacion podria ser resultado del bajo niumero de pacientes y de
cisticercos incluidos en el estudio. Es factible que el aumento en el nimero de
muestras logre enriquecer la informacion que pueda generarse en un estudio
posterior. En este sentido, convendria incluir en el estudio otras secuencias de
genes mitocondriales o nucleares que han generado informacion en analisis

similares con otros patégenos como, es el caso de Cox1 e ITS1.
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CONCLUSIONES

s Se observé 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 demograficas de los 12 pacientes, de acuerdo con la Prueba de

Mantel.

Conclusion general

En este estudio no encontramos evidencias estadisticamente significativas que
permitan sustentar que la variabilidad genética del cisticerco en el gen mitocondrial
CytB se asocia con diferentes fenotipos clinico-radiolégicos. No obstante, se
observo una asociacién sugerente de una relacion entre la variabilidad del parasito

y la heterogeneidad de la NC.
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Anexo 1
Articulo publicado como resultado del trabajo de esta tesis doctoral.

514 Adern inst Oeaaido Cruz, Rio ge Jansiro, Vol 7087 $14-520, Nowember 1043

Genetic variation in the Cyth gene of human cerebral
Taenia solium cysticerci recovered from clinically and
radiologically heterogeneous patients with neurocysticercosis

Héctor Palafox-Fonseca', Cerardo Zifiga®, Raul José Bobes', Tzipe Covezensky',
Daniel Fifiero®, Laura Texco-Martiner', Agnés Fleury'#, Jefferson Proafio®,
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MNeurocysticercosis (NC) 5 a climically and radiologically heterogeneons parazitic disease caused by the es-
tablishmant qf laraal Taenis solinm m the moman central nervous system. Hoxt andior paracie variations may be
ralated to thiz obsarved heferogmeity. Genetic diffirences berween pig and human-derived T. solinm cysficerct
hive Been reported previowsly. Jn this study, 15 cysticerct were surgicaily removed from 12 human NC parients, the
mitochondrial geme that encodes cytochroma b was ampljfied from the cysifcerc and genetic variaions et may
e related fo NC heteropemeily were characterised. Nine different haplotypes (Hil, which were clustered in four
haplogroups (Hel ware identiffed. Hg 3 and 4 exkibited o tandency fo aszociate with ape and pender, respectialy.
Hmvaver, no significant associations were found benween NC heterogenetty and the different T. solinm cysticerct Hr
or Hg. Parasite varianis obiained from patients with simular NC climical or radiological features were paneticaily
closer than those found m groups qf pattenis with a different NC proffle when uzing the Montel tesi. Overall, this
study establizhes the prezence of pameric differences i the Cytb pene of T. solium isolated from human cysticerct

and suFEests that parasite variation could contribute to NC heterosenaity.

Eey words: neurocysticercosis - Taemia solimm - Cystcercosis - genetic variabilay

Toenta solium neurocysticercosis (WNC) is a parasitc
disease that sermsly threstens luman bealth in devel-
oping commries (Rodriguez-Caml ef al 1000, Scintto et
sl 2000). This diseasa is also present in Mexico (Fleury
et al. 2010) and Mewico’s close proximity to the Unde-
ed States of America (UT54) i= thonght to be one of the
main causes of a recent NC emerpence in the USA due
o worker immigration (Sorvillo et al. 2011).

NC exhibits a heterogensous clinical mamifestation
that ranges from asymptomatic cases to severs neu-
rological symptoms (Fleory et al 2004, 2011, Soielo
2011). Cuorrent evidence indicstes that patient gemefic
backzround and immune statos contribute to the ching-
cal course and outcome of the disease (Del Brutto et al
1088, Fleury et sl 2004, 3080, Chavarria et al 2005,
Saenz et al 2004, Cardenas er 5l 2017). In addition zpe
and gender have previously been shown to correlate with
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chinical differences; some smdies have shown a lower
‘prevalence of sympiomatic NC in children than in adnls
znd females exhibit 3 soonger inflammatory responsa
to I solfum infection than males do (Fleury et al 2004,
2011, Chavarria et al. 2005). Less sttention has formsed
on the relevance of parasite varistions oo NC severity:
Smdies performed in T solfum cysticercl recovered from
pigs with different peographicsl orizins have shown
that genetic varistions of the parasite may be immubed
in pathopenicity (Maravills et al 2003, 2008, Vega et
sl. 20403, Hinojosa-Tuarez ef al 2008, Bobes et al 2010},
Moreover, genetic differences in the mitochondrial coxd
and ribosomal JT5] genes were observed in 13 cysticerd
obtained from NC patients; however, this study did not
attempt to cormelste parasite variation and NC severity
(Hinojosa-Tuarez et al 2008).

As no previous smdy has tested the comrelations be-
tween polymorphisms in smy specific parasite gene and
clinical differences smong MC patients, the fiocns of this
stdy was to search for an association between these two
factors. The Cyth pene is 3 mitochondrial mene that is
highlty conserved among species (Hey 1997, Simmons &
Weller 2001). In this smdy, Cyth was selected as 8 mo-
lecular marker because polymorphisms in this pens may
reflect varistions in other genes, some of which counld
directly participate in disease outcome (Laclette et al.
1907, In addition, Cyib was recently mzed in the phy-
logenetic analysis of teenids and was one of the genes
‘whose analyszis first indicated that I7 rolfum may have di-
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‘Cenetic variation in T soliurnm = Héclor Palafos-Fonseca et al

and Latin Amernica (Okamoto et 2l 2001). The possible
reasons for this divergence have been recently explored
{Michelet & Daugs 7017). Cyih has also bean empioyed
for moleculsr epidemiolomical surveys of other parasitic
diseases (Sakuma et al. 2017) and in the climical diszno-
=35 of cysticercosis (Eobayashi et al 2013}

Thms, an analysis of the Cyth pene sequences isolxted
from different clinical patients with NC was condocted.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

Samples - Twenry-eight T solium cysticercl were ob-
tamed from 12 patients who underwent surgical cystic-
clinical assessment and radiologic imaging. Twenty-two
cysticerci were excised from patients at the Mational In-
stituie of MNeurclogy and MNeurosurgery Manuel Velasco
Suarer, Secretary of Health, Mexico City, and six cystic-
erci were excised from patients at the National Medical
Center Siglo XTI (Hospitsl Specialties Dr Bermardo
Sepilveda G, Besearch Unit of Meurological Diseases),
Mexico City. Cyst samples were donsted by both hospi-
tal centres and the DMA was extracted from each sample.
of the recoversd parasites snd the patent inflammsa-
tory stams are described in Table I Immediately after
the surgical procedure, the parasites were exhsstively
&t -T0FC wmtil DMNA extraction.

Clinfcal foanures - The clinical fles of 12 NC ps-
tiemts were retrieved to collect demographic data (ape
and gender), clinical and histological findings (intracra-
nial hypertension and inflammation level, respectively),
characteristics of cerebrospinsl fiud (cell count and pro-
tein level) and radiolozical ﬁ!nmra {location, mumber
and stams of parasites, ependymmns and
Iydrocephains) {Tshle I).

Gwmomic DNA (gDN4) extraction - gDMA from T
was purified using the DNeasy Blood and Tissue kit
(Qriagen, Hilden Germany) sccording to the msmofac-
tmrer’s recommended protocol for DA isolstion from

Polymerasa cham reaction (PCR) amplification and
DMNA sequencimg - The complete 1068-bp Cyth gens
et al. (2002) (Cy'F forward 5-ATAAACTGATAGAT-
TGTGETIC-S and Cyth'E reverse 5-CATATGACT-
GICTAATGAAGAAA A3 All PCE reactions were
performed in 3 final vwolome of 50 pl. contaiming 10 pL
of 53 Plmsmion HF boffer (Finnrymes), 1 pL of 100 mA{
deoxyribonucleoside triphosphates (Tovitrogen), 1 pl
of the corresponding forward and reverse primers at a
concentration of 20 nz/pl. and 0.5 pl. of Pimsion DA
polymerase (Finnrymes) gDA (500 ns) was added o
each reaction Bnefly, the PCR conditions were as fiol-
lowys: initial denaturation at 72°C for 30 5, followed by 30
densturstion cydes at 72°C for 10 5, annealing at 58°C
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for 30 =, extension at T2°%C for 1 min and & finsl cycke
at T2°C for 5 min on a Corbett Research thermal cycler
CG1-86 (Corbett Life Sciences, San Framcisco, TISA)
Amplification products were harvested and purified us-
ing the QlAmuick PCE. purification kit ((Qiapen) accond-
ing to the manufaciorer’s instructions. All sequencing
reactions were performed in a Big Dye Termuinator v 3.1
cycle sequencing kit (Applied Biosystems Life Technol-
ogies, Carisbad, California, UT5A) snd sequenced nsing
a 31301 Sequencer (Applied Biosystems)

Sequence gnalyziz - The 28 sequences were as-
sembled mamally, edited in BioEdit v. 7.00 (Hall 1999
amd alizmed with CLUSTALX v 2.0.12 (Thompson et
al 1907 A mawimmm-likelhood phylogenetic imfer-
ence analysis of the 28 sequences was performed with
approximate likelihood ratio test Maximom-1ikelihood
Phylogenies (atec lirmm friphyml?) (Guindon & Gas-
cuel 3003} nsing the FE1 modsl (Felsenstein 1981) and
the data were snalysed with MiodelTest sofiwrare (Posads
& Crandall 2001). This model was the most sppropri-
amﬁrmmmammmﬂﬂﬂammlﬁ—
formation Criterion (BIC) i m ModelTest
v. 37 (Posada & Crandsfl 2001) (BIC = 3288.625, oL
= 1445.567, mdcleotide base frequency: Fregd = 0231,
FregC = 0.091, FreqG = 0.215, FreqT = 0.461). The re-
mlum:mfmdwﬂiﬂm4ilﬂﬁ]nxm—m—
gineering com) (Polzin & Daneschmand 2003) using the
medisn-joining method (Bandelt et al 1999) with the
defult parameters of thes soffware.

H@hﬂ’pﬁ{ﬂﬂ{asﬂtﬁlﬂﬂyﬂmﬂsﬂﬁ'm@jﬂ—

macleotide polymorphisms in 5 specific pene) present
in our sequence seis were defined directly from the
alipnment In addition, we defined haploproups (Hg) (3
collection of potential Hi that belong fo same group or
clade) based on the clustering of 28 sequences nbo a Tee
and network The Hr and He were tested for associstions
with patient chimical manifestations.

Starisfical analysiz - To evaluate & possible associs-
tion berween 11 clinical manifeststions in esch patient
{Tahble I) and cyst penetic vanaton, we used fwo meth-
ods: (1) the relanionship between the martrices of parasite
pairwise genefic distance and the NC patienis’ pairwise
phenotypic distance nsing the Mante! test and (31) the as-
socistion of different Hi and He with clinical manifests-
tions in WC patients (Table I) wsing Fisher's exact test.

For the first method genetic distances among cystic-
ercl were estimated using the FE] oncleotide substitation
model (Felsenstein 1981) As the phenotypic dats wem
codad as binary data (1, 0) (Tshle IT), a phenotypic dis-
tamce smons NC patients was estimated using the relation
l-single matching index (Romeasburg 1990). Finally, FE1
and phenotypic distance mafrices wem compared using
the non-parametric Mantel test (Mantel 1967) after 10,000
permmtations with NTSYSpc v 2.02) (Fohlf 1997,

For the second method He were coded as hinary data
o comppare one He to the remsining three Hg in 2 = 2
contingency tables. Likewise patents, cisssified as those
with a single cyst vs. those with mmlaple cysts snd ps-
tents harbouring cysts with a sinsle saquence Hi st the
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‘Cenetic variation in T soliurnm = Héclor Palafos-Fonseca et al

smdied Jocus vs. those with more than one sequence Hr
‘were tested for association with genersl dinical and ra-
were considered statistically significant at 2 p valoe <01

Ethics - Cysticesci were removed during neurosur-
Eery. Surgery was indicsted by the nenrologist based on
the clinical condition of the patient and the feasthility
of the procedure. Cysticerti samples were kindly domat-
ed by the hospital cenites for penefic vaniastion studies
and all samples were anonymons. According to hospital
policy, patients weTe requred to sizn nformed consent
forms for the surgical procedure. This smdy conformed
to all research regulstions regarding the use of buman
sobjects 35 required by Mexican low and international
rezulatons and the smdy adbered to the ethical poide-
lines in the Genersl Bules of Health from Clinical In-
wvestization. The research protocol was approved by the
Ethical Commirtes of 3% Cenmry Maticnal Medical

RESULTS

Sequencing results of the Cyrh pene from all tes:-
ed cystcerd sozpested that all cysticerd were of the
American/African genotype (Makso et al 200I). The
Cyrl pene sequences from 28 cysticerd from 12 patients
T61) was detected in the first amplicon obtained from
‘parasite 5, which was exrised from patient 2. In addition,
13 polymorphic sites were found, 61 53% of which were
informatie sites (Fiz T

Sipnificant statistical associations were observed be-
toreen the Fi1 penetic distance and 11 host variables fr,
= 0327, p = 0.0001). Furthermere nine Hr (accesses

T

JQET30T3 H2, TQOT3074 HS, JQUT3075 H3, TQaT73076
H4, IQOT30TTHS, JQPTI0TE HT, JQ97307¢ HE and
1973080 HY) were identified among 2]l 28 sequences
(Fig. I}, which were subsequently clnstered info four Hz
in the tres topology (bootstrep valnes > 30%) (Fiz. 7).

The first Hg was comprised of seven parasites. which
were all excized from the same patient and comtained
polymorphisms st mucleotides 340, 360 and 651 [Eus-
nim{G)mrq_ﬂaxadtqqmﬂpe{C},ammhy_G
and C by thymine (T}, respectively]. The parasite with
a deletion st nuclectide 761 was inclnded i this group.
The second He inchuded six cysticerc from three dif-
ferent patients. These sequences were grouped based on
the variant at pucleotide 340 (G by C); however, three of
them exhibited mutations at other positions (Fig. I} The
third Hg incheded 10 parasites from five patients with
variations at positions 543 (G by A) and 5446 (A by G
The fourth He was comprised of five parasites from three
patients who exhibited varations st mcleotides §72 and
934 (C by G and A by G, respectively) (Figs 1. Z).

A tendency towards association between He 3 and
age was observed (p = 0L0T): of the five patients har-
bouring parasites of He 3, four were younger than 44,
wheress six of the seven pafients exhibitine cysts from
other He were older than 40. The three patents with par-
asites from Hg 4 were female In conirast, only rwo out
of seven patients infected with parasites from other Hi
zroups were female (p = 0.04). Younger patienss temded
to harbour parasites with the same Hi, whereas the four
patienis presenting with cysticercl contzining two Hi
wiere older than 40 (p = 0.0TL Mo statistically sgnifi-
cant association between He and clinics] or radiological
manifestatons was observed.

TABLEDI

(General, climcal and radilogical feamres of
DEIOCYSIECEIT 05is patients nsad in the association analysis and binary ransformation

1 Age =40 (T}, < 40 [

¥ Gender Female (1), male ()

3 Climical severity Yes (1), oo (1

(imtracranial bypertension sympioms)

- Pamsite location SAbor ScarIv (1), SAsor B

5 Number of parasites Multipls (1), single ()

] Arachnoiditis and ependymitiz Yes (1) oo (0

7 Pamsie stats Calloidal (T), veskulan)

B Hydrocephahas Yes (I). na (T

a Histological findings Presence of inflammation (T,
absence of inflammation ()

i} Ceretral spnal fhoid F cell count Mot determined

n (Cerebral spinal fluid protein jevel = 10 cells (1}, < 10 cells ()

=20 mg (I). = Mmg (1)

- for histological findings, mflammation was defined a5 the presence of lymphocyies and macrophages; Iv: intraventricniar; B
paremchyma; 5At: sobarachnaid basal cisterns; 5As: swbarachonéd of sulcic Sc spinal cord.
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DISCUSSION
In thiz study, the sequences of the mitochondrial
Cyth gene were studied in 28 cysticerd surgically ex-
cized from NC patients. The penetic variations observed
mrjusbuudmantmdﬁmrEg 'I']:nsﬁmimg

are comsistent with the genetic heterogensity observed
=mong swine-derived I solfum metacestodes isolated
from different areas of Mexico snd other endemic coun-
tries (Maravilla et al 2003, 2008, Vega etal 2003, Bobes
et sl 2010, Barcelps etal 2017).

festations observed in MC patients {Fleury et gl 2010).
Chinical snd radiological beterogeneity is 8 main char-
acteristic of NC. Although previous siudies bave shown
that bost penetc backpround, sex, aze and immune
stafus affect the susceptibility to mfection and disease
{Del Brutto et al. 1988, Chavarria et al 2005, Saenz et
al 20046), this is the first stady sugpesung that parasie
heteropensity may contribute to disesse heteropeneity. It
is important to note that the observed penetic variation
in the mitechondrial Cyeh gene amony the parasites and
the sssoOation of genetic vanation with the observed
dlinical feanmes could be due to the action of Gyl (e,
Cyth encodes a protein that plays an important role in
eiacmtmnﬁ.ﬁtr the respiratory chain and oxidative
in serobic organisms) (Fernander et al
M,C‘Jmneul. 20{"). However, it is possible that this
associstion may reflect an indirect effect of Cyth zenenc
varistion due o varistion in other penes, which counld
directly affect disesse outcome (Laclette et 2l 1002)

The selection of the Cytd gene for this molecolar
smudy of T soifum merits some discussion. First, T so-
[mum mitochondrial genes such as col, Cyth and med,
are more polymorphic than ouclesr genes and are more
informative for moleculsr epideminlogy purposes (Mar-
tinez-Hemandes et al. 2009). Cyrd was also an stiractive
target for this smdy becanse a smdy of the col zene was
not feasible: the complete amplification of the col gene
from buman brain cysticerd collected in this stsdy was
not possible (data not shown) for ressons that are not yet
imsdersiond.

In addition, we observed a tendency of association
betwesn Hz 3 and 4 with age and pender, respective-
ly. Considering the relevance of pender and age im NC
pathogenesis, these tendencies also merit some disous-
gion. It is kmown that the neuroinflammation accomps-
mying severe NC forms is more infense in women In
addition, the encephalitic form of NC, which is comsad
by multiple depenerating parasites located in the paren-
chyma, is an inflammatory form of the disease that is
found almost exchosively in female patients (Fleary et
al 2010). With respect to age, most paediatric patients
present 8 benirn form of the disezse with parasites loca-
lised mn the parenchymas; however, adult patients prasent
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with sn exira-parenchymal form snd more severe forms
of the disease (S3enz et al 2008} Thos, the underlying
canse of some of these differences may immube parasie
Zenstic varistion

o other associations emong the indmwidus] radiolog-
ical or clinical varsbles of MC patients and Cyth Ht or
He were observed These negative results should be in-
terpreted with cantion becomse of our small sample size,
which conld influence these results.

The influence of genstic vartstion in mfectious or-
has bean described previoushy (Li et al. 2000). In the case
of I solium cysticercosis, genetic vartation of the pars-
site has reportedly been associated with different pars-
site anfibody recognition patterns (Barcelos et al 2017).

In conclusion, our results suggest that a parasite ze-
netic profile may coniribote to NC heterogenedty; how-
ever, oo indiidusl associstions with clinical or radio-
logical characteristics were found
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Anexo 2
Aislamiento de RNA total

Protocolo aislamiento de RNA Trizol®

1. Homogenizacion del tejido en 10-20 volumenes de Trizol

Transportar los cisticercos congelados y almacenados a —80° C en hielo, en
500 pL de Trizol frio en una caja Petri de 60 x 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 pyL 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 homogenizacion.

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 centrifugacion opcional sélo se requiere para remover material insoluble del
homogenizado, que contiene cantidades altas de proteinas, lipidos, polisacaridos
o material extracelular, sobre todo en el masculo y los tejidos grasos. Al centrifugar
se empastillan membranas extracelulares, polisacaridos y el DNA de alto peso

molecular. El RNA queda en el sobrenadante.

4. Adicionar 200 uL de cloroformo por cada mL de Trizol, y adicionar 12 pL de
glucégeno, 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 uL de isopropanol por mL de Trizol, mezclar en vortex 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 uL del buffer de su eleccion.

a) Disolver el RNA en soluciéon para almacenar (ejemplo: agua libre de RNasa)
por pipeteo de la solucion o por agitacién con vortex vigorosamente.

b) Almacenar a 4 °C para analizar inmediatamente o a —80 °C para uso
posterior en alicuotas de 1.5 yg 0 5 L.
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Anexo 3
Protocolo de RT-PCR punto final
RT
1. Enun tubo nuevo de 2 mL adicionar lo siguiente:

2. Colocar 1 pL de la muestra de RNA total

Tabla 4. Reactivos parala RT-PCR

RNA total 1ug

RQ1 DNasa 10X buffer 1pL

RQ1 DNasa (enzima) * 1pL

Agua DEPC 7 UL

Volumen final 10 pL

*Adicionar la enzima al final
3. Incubar a 37 °C por 30 minutos

4. Posteriormente adicionar 1 puL de Stop Solution
5. Incubar a 65 °C por 10 minutos
6. Adicionar la siguiente mezcla a la muestra

Tabla 5. Mezcla de reaccion
Muestra 10 pL
Oligo dT 1L
dNTP (mezcla) 1l
Volumen final 12 pL

En este paso incluir el blanco + 1 reaccidn extra
7. Adicionar la mezcla a las muestras

8. Incubar por 5 minutos

Después de la incubacion, colocar las muestras en hielo.
9. Preparar lo siguiente

Tabla 6. Mezcla de reaccion

Reactivo Volumen por muestra
5X First Stand buffer 4 uL

DTT 2 L

Rnasa Out 1lpL

Realizar una reacciéon extra
10.Adicionar 7 pL por muestra. Mezclar suavemente

11.Incubar a 42 °C por 2 minutos
12.Adicionar 1 pL de la Enzima Super Script Il por cada muestra.
13.Incubar a: 42°C por 50 minutos.

70°C por 15 minutos.
Después de esta incubacion, mantener las células a 4 °C (programar el
Termociclador).
14.Congelar el cDNA o usar en el PCR para cada gen (3 pL para cada

reaccion).
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PCR

Las condiciones de cada gen se muestran a continuacion
Cebadores

Gen Longitud Temperatura de NuUmero de

amplificada alineamiento Ciclos

B-actina  Forward 5-atg ggt gac gaagaagtt 1541 pb 54 °C 30

c-3
Reverse 5’-gaa gca ctt gcg atg aac

-3

1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR

Tabla 7. Los volumenes son para una reaccién

Reactivos Para una reaccion
10X PCR buffer 5uL
50 mM MgCl, 1.5uL
10 mM dNTP 1puL
mezcla

Primer FW 1pL
Primer RW 1uL
Platinum Taq 0.4 pL
DNA (molde) 3 pL
H.O 37.1 L
Volumen final 50 uL

Nota: La enzima Platinum Taq se adiciona al ultimo en la mezcla y el DNA (molde,
producto de la RT) se adiciona al final en cada reaccion.
Se adicionan 47 L de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan.

2. Se adicionan 3 pL del DNA molde (cDNA).

3. La muestra se coloca en el termociclador a las condiciones de los primers.

95°C i 95°C 72°C i 72°C i

2min  § 1min \Mlmin i 5min 4°C
1 min ©
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Cebadores
Gen 30 ciclos Longitud Temperatura
amplificada de
alineamiento
Secl4Tsol Forward 5'-atg gca aca gct cag aat ¢c-3' 960 pb 55°C

Reverse 5’-atc gac agc cag ttt gac-3’

1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR

Tabla 8. Los volumenes son para una reaccion

Reactivos Para una reaccion
10X PCR buffer 5uL

50 mM MgCl; 1L

10 MM dNTP mezcla 1L

Primer FW 1uL

Primer RW 1uL

Platinum Taq 0.4 pL

DNA (molde) 3 uL

H.O 37.6 L

Volumen final 50 pL

Nota: La enzima Platinum Taq se adiciona al ultimo en la mezcla y el DNA (molde,
producto de la RT) se adiciona al final en cada reaccion.
2. Se adicionan 47 pL de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan.

3. Se adicionan 3 pL del DNA molde (cDNA).
4. Colocar la muestra en el termociclador a las condiciones de los primers.

95°C
omin : 95°C 72°C i 72°C}

i 1min \_/1min 5min § \

55°C 4°C
30 ciclos
1 min ©
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Cebadores
Gen Longitud Temperatura
amplificada de
alineamiento
Importina7  Forward 5’-atg tgt gcc ctc ctc tct ¢-3 627 pb 59 °C

Reverse 5’-atg gga tgg ctg atc gcc-3’

1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR

Tabla 9. Los voliumenes son para una reaccion

Reactivos Para una reaccion
10X PCR buffer 5uL
50 mM MgCl, 1uL
10 mM dNTP 1L
mezcla

Primer FW 1pL
Primer RW 1uL
Platinum Taq 0.4 pL
DNA (molde) 3 pL
H.O 37.6 uL
Volumen final 50 yL

Nota: La enzima Platinum Tag y DNA (molde, producto de la RT) se adicionan por
altimo.
1. Se adicionan 47 pL de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan.
2. Se adicionan 3 pL del DNA molde (DNAC).

3. Colocar la muestra en el termociclador a las condiciones de los primers.

95°C i 95°C 72°C | 72°C i

2min i 1min \_/1 min i 5min i\
59°C _ VAT
1 min ©
30 ciclos
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Cebadores
Gen Longitud Temperatura
amplificada de
alineamiento
Trans de Forward 5'- atg cca gag ggt gtc cac tc -3’ 567 pb 64 °C
aniones
organicos

Reverse 5'-tcc tcc ctg cge ttc cga g -3’

1. Realizar la siguiente mezcla de los reactivos para PCR

Tabla 10. Los volumenes son para una reaccién

Reactivos Para una reaccién
10X PCR buffer 5L
50 mM MqgCl, 1.5puL
10 mM dNTP 1uL
mezcla

Primer FW 1uL
Primer RW 1L
Platinum Taq 0.4 pL
DNA (molde) 3 uL
H.O 37.1puL
Volumen final 50uL

Nota: La enzima Platinum Taq se adiciona al ultimo en la mezcla y el DNA (molde,
producto de la RT) se adiciona al final en cada reaccion.
2. Se adicionan 47 uL de la mezcla en tubos nuevos para PCR. Se etiquetan.

3. Se adicionan 3 pL del DNA molde (cDNA).
4. Colocar la muestra en el termociclador a las condiciones de los primers.

95°C | 95°C 72°C i 72°C |

2min i 1min 64°C tmin i smin i\_%7C
H H H 0
1 min : :
30 ciclos
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GEL DE CORRIDO DE AGAROSA 1.5%
Pesar 0.75 g de agarosa

Disolver en 50 mL de TBE 1X

Fundir la agarosa

Adicionar 10 pL de bromuro de etidio (BrEt 10 mg/mL)

Cargar 10 pL de cDNA + 5 L de buffer de carga, volumen final 15 pL

akrowbdPRE

Correr el gel durante 1:00 h a 80 volts
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Anexo 4
Extraccion de DNA gendmico 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 uL de buffer ATL y

20 pL de proteinasa K, y mezclar en un vortex.

2. Incubar las muestras a 56° C durante 1-3 h, hasta que las muestras estén

completamente lisadas. Mezclar en vortex cada 20 o 30 min.

3. Mezclar por 15 s y adicionar 200 uL de buffer AL a cada muestra y mezclar con vortex.
Después adicionar 200 uL de etanol absoluto (grado biologia molecular), mezclar en un

vortex.

4. Pipetear la mezcla del paso 3 (incluyendo algunos precipitados) en una columna
DNaeasy mini montada en un tubo de coleccién de 2 mL. Centrifugar a 6 000 x g por 1

min a temperatura ambiente.

5. Descartar el fluido filtrado del tubo de coleccion y volver a montar la columna DNaesy

mini, adicionar 600 uL de buffer de lavado AW1 y centrifugar durante 1 min a 6 000 x g.

6. Descartar el fluido filtrado del tubo de coleccion y volver a montar la columna DNaesy

mini, adicionar 600 uL de buffer de lavado AW?2 y centrifugar durante 3 min a 20 000 x g.

7. Pasar el contenido de la columna a un tubo de 1.5 mL y centrifugar 2 min a 20 000 x g
para eliminar residuos de los buffers de lavado de la columna. Colocar la columna
DNaeasy mini en un tubo nuevo y adicionar 100 pL de agua libre de nucleasas, incubar a
temperatura ambiente por 2 min y centrifugar a 6 000 x g. Adicionar otros 100 uL de agua

e incubar 2 min y centrifugar.

8. Descartar la columna DNaeasy mini, medir la concentracion de DNA y almacenar a

-20 °C hasta su uso.
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Anexo 5

Amplificacién (PCR) del gen citocromo B (Cytb)

Preparacion de la reaccion a un volumen final de 50 pL

Para cada muestra se agregaron

[Final] Vol. 50 pL
Buffer 5 X HF 1X 10 pL
Primer F 0.5 uM 1uL
Primer R 0.5 uM 1L
dNTPs 10mM 200 pM 1 L
DNA pol Phusion lu 0.5 puL
DNA 2 L
Agua 34.5 L

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.
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Anexo 6

Protocolo de ligacion de productos de PCR y clonacién de plasmidos en E.

coli, cortes con enzimas de restriccion EcoRI

Ligacién de producto de PCR en vector pCR2.1 de Invitrogen

1. 10X Buffer de ligacion 1L

2. pCR 2.1 vector (25 ng/uL) 2 uL

3. Agua libre de nucleasas 5L

4. Producto fresco de PCR 1 pL (cuando es 400-700 pb)
5. T4 DNA ligasa (4 unidades) 1L

Volumen final 10 L

Incubar a 4 °C durante 4 horas minimo (preferentemente incubar toda la noche).

Proceda a transformar las células.

1. Centrifugar los viales que contienen las reacciones de ligacién y colocarlas en
hielo.

2. Colocar en hielo un vial con 50 pyL de células competentes para cada
transformacion.

3. Pipetear 2 pL de cada reaccion de ligacion 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 ligacion 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 pyL de medio SOC a cada vial e incubar a 37 °C en un agitador
orbital a 225 rpm.

7. Colocar de 10 a 200 pyL de cada transformacién en placas de medio LB
conteniendo 50 pg/mL de XGal y 50 pg/mL de kanamicina o 100 pg/mL de
ampicilina. Distribuir la suspensién 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 plasmido con el gen de interés
inserto; las azules no tienen plasmido 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 agitacion a 250 rpm.
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Anexo 7
Protocolo de extraccién de DNA plasmidico (Miniprep)
Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system Cat. No. A1330

1. Cultivar de 1-5 mL (pldsmido con alto numero de copias) o 10 mL (plasmido
con bajo numero de copias) de cultivo bacteriano durante toda la noche,
centrifugar por 5 min a 13000 rpm y desechar el sobrenadante.

2. Adicionar 250 pL de Solucion de resuspension. Mezclar hasta resuspender
totalmente la pastilla celular.

3. Adicionar 250 pL de solucién de lisis celular y mezclar por inversion del tubo 4
veces, incubar hasta obtener una suspension celular clara entre 1-4 min.

4. Adicionar 10 yL de solucion de proteasa alcalina y mezclar por inversion del
tubo 4 veces, e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

5. Adicionar 350 uL de solucién de neutralizacion y mezclar por inversion del tubo
4 veces.

6. Centrifugar el lisado bacteriano a 20 000 x g a temperatura ambiente durante
10 min.

7. En una columna colocada en un tubo de colecciébn de 2 mL., adicionar el
sobrenadante transparente, centrifugar a maxima velocidad 1 min. Desechar el
fluido filtrado y reinsertar la columna en el tubo de coleccion.

8. Adicionar 750 pL de solucion de lavado de columna (antes de usar diluir con
etanol al 95%). Centrifugar a maxima velocidad por 1 min, remover la columna,
desechar el fluido filtrado y reinsertar la columna en el tubo de coleccion.

9. Repetir el lavado de la columna con 250 uL. Centrifugar a maxima velocidad
por 2 min a temperatura ambiente.

10.Cambiar la columna a un tubo de 1.5 mL y centrifugar a maxima velocidad por
2 min, para eliminar residuos de solucion de lavado.

11.Cambiar la columna a un tubo de 1.5 mL nuevo.

12.Eluir el DNA agregando a la columna 100 uyL de agua libre de nucleasas
incubar 2 min a temperatura ambiente y centrifugar por 1 min a maxima
velocidad. Remover la columna y almacenar el DNA a 4 °C 0 —20 °C hasta su

utilizacion.
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ANEXO 8

Reaccién con enzima de restriccién EcoRI

Agua 16.3 uL
Buffer 10X 2 UL
BSA acetilado 0.2 uL
DNA 1 pL (1 pg/pL)
Enzima 0.5 pL
Volumen total 10 pL

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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