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RESUMEN 

 El diagnóstico de la resistencia de los helmintos a los tratamientos antiparasitarios 

constituye un problema, por lo que se requiere un análisis entre organismos de 

una misma especie, para identificar aquellas variaciones genéticas y bioquímicas 

que los hacen resistentes. Esto ha llevado al diseño de bioensayos complicados 

que permitan identificar la resistencia de estos organismos a los diferentes 

químicos comerciales disponibles. Algunos de estos bioensayos se hacen in vitro 

con cepas de helmintos de referencia cultivados en laboratorio a la par de los 

helmintos que se desea diagnosticar, lo que hace que cada ensayo requiera de 

altos costos operativos y de un tiempo considerable para llevarse a cabo. Una 

alternativa al problema de diagnóstico de resistencia, son las técnicas moleculares 

y bioquímicas que han demostrado ser muy útiles en la detección de artrópodos 

resistentes a los pesticidas, y actualmente se utilizan en la identificación de cepas 

de artrópodos y helmintos resistentes a diferentes productos químicos. En este 

estudio se pretende diseñar un procedimiento para detectar a las carboxil-

esterasas, enzimas que permiten metabolizar xenobióticos de F. hepatica, por 

medio de zimogramas y qPCR. Este procedimiento intentará detectar 

carboxilesterasas en cepas de parásitos cultivadas in vitro que muestren 

diferentes niveles de susceptibilidad y/o resistencia a los productos fasciolicidas 

comerciales y también permitirá diferenciar un complejo patrón de isozimas en 

diferentes etapas de desarrollo del trematodo. Los procedimientos desarrollados 

en este estudio permitirán identificar características fenotípicas, tales como la 

resistencia o susceptibilidad a los tratamientos fasciolicidas, algo necesario para 

implementar medidas de control, prevención y tratamiento de la fasciolasis. 
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1. Introducción 

El tratamiento antiparasitario basado en productos químicos con propiedades 

antihelmínticas, actualmente constituye la base de la prevención y el tratamiento 

contra los helmintos parásitos de plantas, animales de interés pecuario, animales 

domésticos y humanos (Miranda-Miranda et al 1994; 1995; Scarcella et al 2012). 

Como efecto adverso, la exposición de los helmintos a diferentes productos 

químicos, ha generado en estos una respuesta adaptativa que activa un proceso 

de decodificación bioquímico-metabólico que origina tolerancia y/o resistencia a 

los tratamientos químicos, lo que evita o disminuye el control de la helmintiasis 

parasitaria en cualquier especie afectada (Miranda et al 2006; 2008; 2009). El 

proceso de resistencia a los contaminantes químicos ambientales ajenos a un 

ecosistema, también conocidos como xenobióticos, se ha desarrollado durante el 

proceso evolutivo de la mayoría de los organismos metazoarios; en los helmintos  

este proceso se facilita por la acción de un grupo de enzimas metabolizantes de 

xenobióticos (EMX) (Virkel et al 2006; Gregus et al 2006). El complejo EMX 

confiere una resistencia que protege a los helmintos de la acción tóxica de los 

xenobióticos naturales, como las toxinas y/o venenos producidos por ciertos 

microorganismos, plantas o animales (Virkel et al 2006; Gusson et al 2006). En 

general, los helmintos tanto parásitos como de vida libre, tienen un complejo EMX 

eficiente (Álvarez et al 2005; Virkel et al 2006; Lindblom y Doll 2006; Laing et al 

2010) que puede conferir nuevas propiedades químicas y funciones metabólicas, 

alterando la hidrofilicidad y toxicidad de los xenobióticos en un proceso 

denominado biotransformación (Scarcella et al 2012; Gusson et al 2006; Gregus et 

al 2006; Virkel et al 2006; Lindblom y Doll 2006; Laing et al 2010). Las EMX de los 

helmintos incluyen enzimas tales como, citocromo P-450, monoxigenasas 

dependientes de flavina, alcohol y aldehído deshidrogenasas, glutatión S 

transferasas y carboxilesterasas (Gregus et al 2006; Virkel et al 2006; Lindblom y 

Doll 2006; Laing et al 2010). Se ha reportado que diversos helmintos expuestos 

ante una variedad de compuestos químicos, sobre expresan su complejo EMX, 

afectando no solo el tiempo de acción de los químicos sino la susceptibilidad a 
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estos, originando tolerancia y/o resistencia (Gusson et al 2006; Scarcella et al 

2012). 

La fasciolasis es una zoonosis distribuida mundialmente provocada por el 

tremátodo parásito equinostómido digenético Fasciola hepatica, el cual afecta 

equinos, bovinos, ovinos, caprinos, cerdos y en algunos casos a el hombre 

(Bowman 1995, Miranda-Miranda et al 1994, 1995, Solana et al 2001., Scarcella et 

al 2012). La fasciolasis del ganado es tratada principalmente con triclabendazol 

(TCBZ) que es un derivado halogenado del tiol-benzimidazol (Solana et al 2001; 

Álvarez et al 2005; WHO 2007). El  TCBZ ha mostrado eficacia contra fases 

juveniles y maduras de F. hepatica cuando se administra de manera oral en 

ganado infectado. Los tremátodos parásitos metabolizan TCBZ mediante su 

complejo EMX y la exposición de F. hepatica a estos antihelmínticos ha generado 

resistencia y/o tolerancia al TCBZ en varias regiones del mundo (Álvarez et al 

2005; Devine et al 2009; 2010; 2011; Scarcella et al 2012).  

Sin embargo solo unos pocos estudios se han concentrado en las mediciones del 

complejo EMX en helmintos resistentes (Álvarez et al 2005; Brennan et al 2007; 

Scarcella et al 2012). En México existen pocos datos sobre la resistencia de este 

parásito al TCBZ a pesar de que se utiliza en el tratamiento de la fasciolasis del 

ganado desde hace décadas, por lo que es urgente abordar el tema. 

Una alternativa al problema de diagnóstico de resistencia, son las técnicas 

bioquímicas y moleculares, que han demostrado ser muy útiles en la detección de 

resistencia  de los artrópodos y de los helmintos a los productos químicos. 
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2. Antecedentes 

2.1. Taxonomía de Fasciola hepatica 

Fasciola hepatica es un trematodo invertebrado del reino Animalia y del filo 

platelminto. Es el agente causal de la fasciolasis, una enfermedad zoonótica de 

distribución mundial que afecta el hígado de bovinos, ovinos, caprinos, roedores, 

equinos,  porcinos y también se presenta en humanos por consumir frutas y 

verduras crudas contaminadas con la fase infectante (Urquhart et al 2001; 

Bowman 1995; Miranda-Miranda et al 1994; 1995; Solana et al 2001; Scarcella et 

al 2012).  

 

Los trematodos son gusanos aplanados dorsoventralmente, habitualmente 

tienen forma de hoja u ovoide  y tienen cuerpo insegmentado (Quiroz, 2005). 

Estos parásitos muestran un ciclo de vida complejo que requiere uno o más 

hospederos, es decir, un hospedero intermediario como los moluscos y un 

hospedero definitivo como distintos vertebrados (Quiroz, 2005).  

Tabla 1. Clasificación taxonómica de Fasciola hepatica  (Urquhart et al 2001) 

Reino Animalia 

 

Filum Platelminto 

Clase Trematodo 

Subclase Digenea 

Orden Echinostomida 

Familia Fasciolidae 

Género Fasciola 

Especie F. hepatica 
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2.2 Ecosistema de Fasciola hepatica 

F. hepatica es endémico en los lugares en donde existan caracoles del género 

Lymnaea spp. Estos moluscos habitan ambientes húmedos y cálidos, 

generalmente en cuerpos de agua somera y estancada con abundante vegetación 

semiacuática (Martínez, Sánchez et al 2012). En México las condiciones 

favorables se presentan en todo el territorio nacional y se ha reportado la 

presencia del hospedero intermediario en todos los estados (Quiroz, 2005).  

Existen diversos elementos que contribuyen a la permanencia del ciclo biológico 

de Fasciola hepatica, tales como factores climáticos, biológicos, geográficos y 

humanos que hacen que la incidencia de la enfermedad fluctúe a lo largo del año. 

Entre los factores más importantes se encuentran las bajas temperaturas, climas 

húmedos, presencia de ganado y vegetación silvestre cerca de fuentes de agua 

renovables, además de la falta de drenajes. En los casos de infestación en 

humanos un factor importante es el consumo de vegetales crudos de tallo corto y 

del agua de manantiales, canales o acequias (Martínez, Sánchez et al 2012). 

 

2.3  Morfología y ubicación parasitaria de Fasciola hepatica 

F. hepatica es un trematodo parásito hermafrodita de aspecto carnoso, 

alargado, en forma de ovalo, mide aproximadamente de 1 a 2 cm de longitud y de 

20 mm a 50 mm de ancho (Figura 1) (Quiroz, 2005). Tiene varias etapas de 

desarrollo (Tabla 2), las cuales pueden ser de vida libre o parasitaria, mismas que 

se describen en la Tabla 3. 

En el caso particular de este parásito y debido a su localización en el 

hospedero definitivo y su forma aplanada recibe los nombres comunes de duela 

del hígado, palomilla del hígado, orejuela, conchuela, duela del carnero, entre 

muchos otros (Olaechea, 2007; Mendoza Panamá et al 1984). En los animales 

infestados se localiza principalmente en los conductos biliares, pero durante su 

migración del intestino al hígado puede hospedarse en pulmones, conductos 

sanguíneos y tráquea (Pintor, 2006). Su estructura está conformada por dos 
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ventosas (una oral y una ventral), intestino ciego, canal de Laurer, poro genital, 

conducto eferente y en su etapa adulta por dos aparatos reproductores (Pintor, 

2006). 

 

Tabla 2. Descripción de las diferentes etapas de desarrollo de Fasciola hepatica (Romero, 2007).  

 

Etapa de desarrollo 

 

Características 

Huevos Son ovalados y operculados, generalmente miden 140 µm 

por 75 µm. 

Miracidio Cuentan con una papila cónica en la parte proximal. Su 

cuerpo está lleno de cilios de gran movilidad y miden 128 

µm por 25 µm. 

Esporoquiste Tienen forma de ovalo, alargada, y en ocasiones 

semiesférica, con un extremo cónico y otro redondo, miden 

550 µm. 

Redia Su longitud es de 1 a 3 mm, presentan masas germinales 

en diferentes etapas de desarrollo. 

Cercaria Tienen una cabeza redonda en reposo y alargada en 

actividad. Continúa con una cola, que le da movilidad y mide 

700 µm, miden de 270 a 340 µm de largo  y 270 µm de 

ancho. 

Metacercaria Miden aproximadamente 0.5 mm. 

Juvenil Su longitud es de 3 a 5 mm. 

Adulta Es la fase madura del parásito. Puede medir de 1 a 2 cm de 

largo y de ancho de 20 a 50 mm. 
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Tabla 3. Fases de vida libre y parasitaria de F. hepatica. Además se representa aquellas que están 

presentes en los hospederos intermediario y definitivo. 

Fase parasitaria en el 
hospedero intermediario 

Fase de vida 
libre 

Fase parasitaria en el 
hospedero definitivo 

Miracidio 
Esporoquiste 

Redia 
Cercaria 

Huevos 
*Miracidio 
+Cercaria 

Metacercaria 
Juvenil 
Adulta 

*Mientras no encuentre al caracol del género Lymnaea. 
+Mientras no encuentre una planta a la cual adherirse. 

 

En la Figura 1 se muestra una comparación entre la estructura real y la 

estructura  teórica de Fasciola hepatica adulta (imagen adaptada de Pintor, 2006), 

mostrando una mejor localización de las ventosas y el poro genital con respecto a 

las partes restantes que son menos apreciables. 

 

 

 

Adaptada de Pintor, 2006. 

Figura 1.  Comparación de la estructura real y la estructura teórica de una Fasciola hepatica en 
etapa adulta, en este estadio es donde presenta órganos más desarrollados, en comparación con 
sus etapas anteriores. 
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2.4  Distribución geográfica 

Los trematodos parásitos del género Fasciola spp., se caracterizan por tener 

una distribución mundial. F. gigantica  se encuentra distribuida en países de África 

y en algunos países de Asia, mientras que F. hepatica se encuentra distribuida en 

países de Europa y América (Pintor, 2006). 

En México, Fasciola hepatica se encuentra en mayor o menor prevalencia en el 

Litoral del Golfo y del Pacífico, en los Valles del Altiplano, en las llanuras del norte; 

es endémica en animales o enzoótica en Veracruz, Tabasco, Jalisco, Guanajuato, 

Michoacán, Querétaro y México (Mendoza et al 1984). 

En estos estados se presentan las zonas de mayor incidencia enzoótica a nivel 

nacional (Pintor, 2006). Su distribución está establecida durante determinados 

meses del año por las condiciones óptimas del medio ambiente que permiten el 

desarrollo de los moluscos del género Lymnae (Pintor, 2006). 

 

2.5 Hospederos 

Como se mencionó, F. hepatica es un parásito que para completar su ciclo de vida 

requiere de un hospedero intermediario, caracoles del género Lymnaea, de un 

hospedero definitivo, entre los que se encuentran los mamíferos, incluyendo al 

humano (Olaechea, 2007). 

 

2.5.1 Hospedero intermediario 

El hospedero intermediario es imprescindible para el desarrollo ulterior de F. 

hepatica y está condicionado casi exclusivamente a caracoles del género 

Lymnaea, los cuales en México pueden ser L. bulimoides, L. cubensis y L. humilis 

(Gasque, 2008; Olaechea, 2007).  Estos moluscos de agua dulce son hospederos 

intermediarios obligatorios de F. hepatica y llegan a producir cerca de 3,000 

huevos por mes, habitualmente se encuentran en zonas con presencia de agua 

poco profunda, no estancada o bien pueden vivir en barro húmedo (Olaechea, 

2007; Reyes, 2011). A continuación, se muestra una tabla en donde se puede 

observar la clasificación taxonómica de este hospedero (Tabla 4). 



25 
 

 

Tabla 4. Clasificación taxonómica de caracoles del 

género Lymnaea (Reyes,2011) 

Reino Animalia 

Phylum Mollusca 

Clase Gastropoda 

Orden Basommatophora 

Familia Lymnaeidae 

Género Lymnaea 

 

En la Figura 2 se observan diferentes perfiles de los caracoles del género 

Lymnaea, así como las diferencias en su color, el cual muchas veces puede variar 

debido a las condiciones del ambiente (Reyes, 2011). Estos caracoles tienen la 

capacidad de adaptarse a condiciones de sequía o frío (temperaturas menores a 

10°C inhiben la actividad de estos), donde tanto el caracol como los estadios 

intermediarios de F. hepatica disminuyen su actividad metabólica pero pueden 

sobrevivir varios meses hasta que las condiciones sean favorables para seguir 

desarrollándose (Boray, 1969). 

Una manera de controlar la introducción y propagación de F. hepatica es 

ejerciendo control del hospedero intermediario mediante el uso de barreras 

naturales o proliferación de aguas salobres y duras (agua con cantidades 

considerables de 𝐶𝑎2+ y 𝑀𝑔2+), o aquellas que contienen gran cantidad de cloruro 

de calcio, nitratos y sulfatos, así como carbonatos de calcio y magnesio 

(Olaechea, 2004). 

Un factor que contribuye al incremento de hábitats potenciales de los 

caracoles del género Lymnaea es el uso de agua de riego destinada a mejorar la 

calidad y la cantidad de los pastizales, así como las inundaciones por lluvias o 

desbordes de ríos y canales. Cabe mencionar que la humedad definirá las zonas 

endémicas del caracol, constituyendo puntos de diseminación donde las 

poblaciones de caracoles tienen las mejores condiciones de supervivencia 

(Olaechea, 2007). 
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Figura 2. Diferentes vistas de los caracoles del género Lymnaea (Foto adaptada de Reyes, 2011).  

 

2.5.2 Hospedero definitivo 

F. hepatica utiliza como hospederos definitivos a una gran diversidad de 

mamíferos, pero todos ellos presentan cierta resistencia a la infestación de este 

parásito. En la Tabla 5 se muestra una comparación de resistencia de diferentes 

mamíferos a este parásito (Olaechea, 1994). F. hepatica puede llegar a infestar a 

roedores como los conejos y también a los humanos (Alatoom et al 2008). 

  

Figura 3. Focos de infestación de Fasciola hepatica.  En estas fotos se puede apreciar una de las 

formas en las que los animales de pastoreo pueden llegar a infestarse con F. hepatica, dichos 

animales pueden adquirir al parásito debido a la exposición a las aguas contaminadas y a las 

plantas que crecen alrededor, que también se encuentran infestadas con este parásito (Fotos 

tomadas de los trabajos de Flores, 2005 y Reyes, 2011). 
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          Entre los mamíferos más vulnerables a la fasciolasis y más importantes en 

el aspecto económico y epidemiológico se encuentran los bovinos y ovinos, estos 

últimos presentando mayor incidencia de muerte (Olaechea, 2007). 

 

Tabla 5. Resistencia a la infestación, de algunos huéspedes, a F. hepatica (Tomado de Olaechea 

2007). 

 RESISTENCIA 

 Alta Moderada Baja 

H
U

E
S

P
E

D
 

Equino  

Porcino 

Bovino  

Hombre  

Conejo  

Liebre 

Ciervo 

Ovino  

Caprino  

Guanaco  

Laucha  

Rata 

Hámster 

 

2.5.3 Localización de Fasciola hepatica en el hospedero definitivo 

Fasciola hepatica en estados larvarios pueden migrar a través del 

parénquima hepático y la vesícula biliar, el parásito inmaduro pasa a través de la 

pared intestinal al peritoneo y la cápsula hepática para después buscar los canales 

biliares y desarrollarse a su etapa adulta en 3 o 4 meses, en su etapa parasitaria 

adulta se puede localizar en los canalículos biliares del hígado de su hospedero 

definitivo (Martínez, Sánchez et al 2012; Reyes, 2011). En ocasiones este parásito  

puede llegar accidentalmente a nódulos linfáticos, peritoneo, páncreas, 

musculatura, bazo, pulmones, piel y útero (Reyes, 2011). 

 

2.5.4. Actividad estacional de la fase parasitaria de Fasciola hepatica 

Debido a factores como la humedad y la temperatura, la enfermedad 

parasitaria denominada fasciolasis enzoótica puede presentarse a lo largo del país 

de tres formas diferentes que son fasciolasis estacional, fasciolasis permanente y 

fasciolasis otoñal (Flores, 2005).   
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2.5.4.1  Fasciolasis estacional 

La fasciolasis estacional sucede en todos los lugares de riego y en el 

altiplano de México que muestra lluvias monzónicas con estaciones secas bien 

definidas. Los caracoles sobrevivientes a la sequía se reproducen con las 

primeras lluvias de mayo o junio y son infestados por las formas de vida libre de F. 

hepatica en julio y agosto, esto significa que para el mes de septiembre la pastura 

está altamente contaminada con metacercarias infestivas y en el bimestre 

noviembre-diciembre ocurren los casos de fasciolasis aguda (Flores, 2005). 

Regularmente pueden aparecer casos en animales que pastan cerca de un canal 

de riego, donde se depositan huevecillos en la ribera (Flores, 2005) (Figura 3). 

Una vez instalada la duela adulta en los conductos hepato-biliares del hospedero, 

ocurre la primera ovoposición del año entre los meses de enero y febrero, pero la 

fase crónica de la enfermedad solo aparece en los meses de marzo y abril.  

En época de lluvias las inundaciones  arrastran múltiples metacercarias que 

son esparcidas a sembradíos, la mayoría de las veces de alfalfa, que 

posteriormente se utilizan en la alimentación del ganado, los cuales presentarán 

severas parasitosis, aunque nunca hayan pastoreado (Flores, 2005). 

 En la Figura 4 se muestra cómo se desarrolla la fasciolasis estacional en 

México alrededor de un año, se aprecia la época en la que se pueden encontrar  

mayor cantidad de metacercarias y huevecillos del parásito, así como caracoles 

del género Lymnaea spp. 
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Figura 4. Desarrollo de la Fasciolasis estacional en México durante un año (Adaptado de Flores, 

2005).Las flechas rojas indican los meses en los que se pueden encontrar más cantidad de  

huevecillos, metacercarias y limneas de F. hepatica (mismos que se encuentran representados en 

los distintos tonos de color azul). 

 

2.5.4.2 Fasciolasis permanente 

         La fasciolasis está presente todo el año en zonas donde las condiciones 

resultan favorables para el desarrollo de caracoles y metacercarias principalmente 

en las vertientes de las Sierras Madre Oriental y Occidental, así como en zonas 

del trópico húmedo de México. Los lugares de excepción son la península de 

Yucatán, ya que en esta zona la filtración del agua impide que las condiciones de 

humedad resulten favorables y la capa de suelo fértil impide la formación de un 

microclima en la época de calor, y en las costas de Oaxaca y Guerrero el clima 

caluroso y la falta de una capa de suelo fértil imposibilitan el crecimiento y 

desarrollo del parásito (Flores, 2005). 
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2.5.4.3 Fasciolasis otoñal 

  Se presenta en las vertientes de los ríos de las cadenas montañosas, 

específicamente en la región del Golfo de México, en donde es habitual encontrar  

brotes agudos. En el norte de Veracruz, entre Nautla y Tuxpan, en la cuenca de 

Papaloapan y en la del río Grijalva, durante la época de ciclones y tormentas 

tropicales que corresponden a los meses de mayo a septiembre se acumulan 

numerosas metacercarias y caracoles, esto se debe a que las aguas los arrastran 

hacia las zonas bajas cercanas al mar (Flores, 2005). 

 

2.6. Ciclo biológico de Fasciola hepatica 

La fasciolasis es una enfermedad parasitaria de importancia económica y 

ganadera que afecta principalmente a bovinos, ovinos, caprinos, cerdos, equinos, 

conejos, venados y en algunos casos al hombre (Gasque, 2008; Martínez, 

Sánchez et al 2012). Para poder llevar a cabo la infestación por este parásito se 

requiere de un ciclo biológico muy complejo (Figura 6) que inicia en los conductos 

biliares de los hospederos definitivos, en estos produce sus huevos, que tienen 

forma ovalada y miden alrededor de 130- 150 x 60-90 µm y presentan en uno de 

sus extremos un opérculo claramente visible al microscopio (Figura 5). Los huevos 

salen al intestino con la bilis donde posteriormente serán eliminados al medio con 

la materia fecal. Para que el ciclo pueda continuar es necesario que los huevos 

expulsados se depositen en el agua dulce para dar lugar a la forma larvaria que 

sale por el opérculo llamada miracidio. Una vez liberado, el miracidio ciliado nada 

en el agua hasta encontrar e invadir a un molusco de la familia Lymnaeidae. En el 

interior del caracol el parásito lleva a cabo otro ciclo, el cual está conformado por 

tres fases de transformación del parásito en donde pasa de miracidio ciliado a 

esporoquiste, de esporoquiste a redia y finalmente de redia a cercaria; donde esta 

última tiene cola no bifurcada y su cuerpo es de forma redonda, la cual nadará 

hasta encontrar una planta a la cual adherirse y convertirse en metacercaria (en 

esta forma el parásito mide alrededor de 0.5 mm). Fasciola hepatica infesta a sus 
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hospederos definitivos mediante el consumo de las plantas a las que se adhieren, 

ya que la mayoría de dichos hospederos ingiere las plantas infestadas con 

metacercarias. Una vez dentro del hospedero definitivo pasa por la pared 

intestinal, el peritoneo y la cápsula hepática hasta llegar a los conductos biliares 

en donde se desarrolla a adulto de 3 a 4 meses y en donde provoca su mayor 

daño al alimentarse del hospedero y causarle lesiones severas (Martínez, 

Sánchez et al 2012). 

 

Figura 5. Huevo de F. hepatica vista al microscopio óptico a 40X. 

 

Figura 6. Ciclo biológico de Fasciola hepatica tomado de CDC, 2017 
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2.7  Lesiones ocasionadas por  Fasciola hepatica 

Como ya se mencionó anteriormente, una forma de infestación de Fasciola 

hepatica puede darse por el consumo de alimentos y de aguas contaminadas con 

metacercarias (Alatoom et al 2008). Estas llevan a cabo el desenquistamiento en 

dos fases. La primera fase o “activación”, ocurre en el rumen, es iniciada por altas 

concentraciones de dióxido de carbono en un ambiente reductor y a una 

temperatura de 39°C. Una vez que el parásito se encuentra en el intestino delgado 

comienza la segunda fase, por debajo de la desembocadura del conducto 

colédoco y es desencadenada por la bilis y el parásito. Se disuelve la membrana 

quística dejando libres a los trematodos jóvenes que atraviesan la pared intestinal, 

alcanzando la cavidad peritoneal en un lapso de 2 a 28 horas aproximadamente. 

Después penetra el hígado, logrando en 90 horas perforar la cápsula de Glisson, 

en donde las fasciolas miden cerca de 1 a 2 mm y tienen forma lanceolada. 

Posteriormente, de 4 a 6 días llegan al tejido hepático, en donde se mantienen 

entre 6 y 8 semanas, para alojarse definitivamente en los conductos biliares, como 

se muestra en las Figuras 7 y 8; en donde alcanzan la madurez sexual y pueden 

permanecer vivos hasta un año (Gasque, 2008; Solórzano, 1999; Reyes, 2011). 

 

Las fasciolas jóvenes se alimentan con sangre y tejidos hepáticos; las adultas con 

sangre, bilis y tejido epitelial proliferado. Además, durante su migración, pueden 

debilitar y perforar la cápsula hepática causando una peritonitis.  

 

Las fasciolas se mueven sobre la pared de los conductos biliares, por medio de su 

revestimiento espinoso, causando una fuerte irritación; igualmente, los productos 

metabólicos y secreciones causan inflamaciones crónicas en las vías biliares y por 

la conducción linfática de productos irritantes causa cirrosis hepática. El período 

prepatente es de 55 a 60 días (Gasque, 2008; Solórzano, 1999; Reyes, 2011).  
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En roedores, ovinos y humanos este parásito puede ocasionar hepatitis, 

ictericia e incluso la muerte. Por otro lado, en los bovinos y conejos es mortal 

cuando se presentan cantidades grandes de infestación; debido a esto, no se le 

toma el cuidado suficiente y se llegan a generar grandes pérdidas en la producción 

de leche y carne, decomisos de hígados, pérdida de espacios y tiempo de 

agostaderos por retraso en el crecimiento (Flores, 2005). 

Como parásito errático, puede llegar a diversos órganos como páncreas, pulmón, 

musculatura, ganglios linfáticos, peritoneo, bazo, piel y útero (Reyes, 2011).  

    

      

Figura 8. Hígados infestados por Fasciola hepatica (Tomado de Reyes, 2011). 

 

 

 

 

 

Figura 7 Conductos biliares de oveja 

tapados por la presencia de Fasciola 

hepatica, imagen tomada de Reyes, 

2011 
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2.8 Epidemiología 

           Según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicados en 

Abril del 2017, las enfermedades ocasionadas por los trematodos existentes 

provocan cerca de 2 millones de muertes por año alrededor del mundo (OMS, 

2017). 

           Específicamente para la fasciolasis, se reporta que cerca de 17 millones de 

personas resultan afectadas por esta helmintiasis zoonótica y es una de las más 

ignoradas en las campañas de salud mundial. En la Figura 9 se presenta un mapa 

de la distribución mundial de la fasciolasis, en color rojo se observa la prevalencia 

de Fasciola hepatica, en verde Fasciola gigantica y en azul, ambas especies 

(Torgerson y Claxton, 1999). Además, se reporta que cerca de 91 millones de 

personas viven en zonas endémicas, por lo que están en constante riesgo 

potencial de contraer dicha enfermedad (Scarcella et al 2015). En la Figura 10 se 

presenta un mapa en el que se observa que, se han reportado casos de  

fasciolasis en más del 90% del mundo. 

 

 

Figura 9. Distribución mundial de Fasciola hepatica y F.gigantica (Torgerson y Claxton, 1999) 
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Figura 10. Distribución global de la fascioliasis adaptado de Nyindo y  Lukambagire, 2015. En color 

azul se muestran los paises que han reportaron casos de fascioliasis. 

 

2.9 Situación actual en México 

En México, la fasciolasis del ganado es la parasitosis más común de las 

vías biliares, resaltando como zonas endémicas los estados de Puebla, México e 

Hidalgo, además del área general del río Lerma que comprende los estados de  

Michoacán, Querétaro, Guanajuato y Jalisco (Sánchez et al 2000).  

La fasciolasis, representa un riesgo para la industria ganadera ya que 

genera baja producción de leche y carne. Además, se tienen reportes de animales 

sacrificados con un 70% de prevalencia, por lo que se recurre al decomiso de las 

vísceras y la carne, ya que no son aptas para el consumo humano (Miranda et al 

1994; 1995). 

En la Figura 11 se muestra un mapa con la incidencia de Fasciola hepatica 

a lo largo del país, en donde se puede apreciar que la zona del Golfo de México es 

una de las de mayor incidencia.  
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Figura 11. Mapa de incidencia de Fasciola hepatica en México. Tomado de Virbamec, 2009 

 

2.10 Triclabendazol como método de control contra Fasciola hepatica  

Entre las drogas más efectivas para el control de esta zoonosis se 

encuentra el Triclabendazol (TCBZ) el cual forma parte de la familia de los 

bencimidazoles. Los bencimidazoles se caracterizan por ser antiparasitarios de 

amplio espectro, es decir, tiene efectos nematicidas, larvicidas, cestocidas y 

ovicidas (Tang y Ruíz, 2005). 

           El mecanismo de acción del Triclabendazol se basa en bloquear la función 

de los microtúbulos mediante la conjugación con la tubulina del parásito, esto a su 

vez ocasiona que el parásito no absorba los nutrientes necesarios para realizar 

sus funciones vitales (Tang y Ruíz, 2005; Cruz y Camargo, 2000).  

           Una característica importante de los bencimidazoles es que presentan 

mayor afinidad por las tubulinas del parásito con respecto a las de los mamíferos, 

por lo que resulta muy útil y presenta baja toxicidad al combatir parasitosis en 

animales domésticos (Tang y Ruíz, 2005). 

            El triclabendazol es uno de los compuestos químicos más utilizados y que 

presenta mayor eficacia en el tratamiento de enfermedades endoparasitarias en 

animales domésticos (Tang y Ruíz, 2005). Se comenzó a aplicar en la década de 

los 80 y ha sido ampliamente aceptado a nivel mundial. En diferentes estudios  ha 
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mostrado una eficacia del 100% en infecciones de 6 meses, utilizando una dosis 

de 10 mg/kg (Boray et al 1983); de 99% a 100% en infecciones de 4 a 14 semanas 

(Boray, 1997) y de 99% en infecciones de 1 a 12 semanas (Smeal y Hall, 1983). 

Actualmente, es el tratamiento para combatir esta enfermedad en humanos 

(Chávez et al 2012). 

           Una ventaja de utilizar el triclabendazol sobre otros compuestos como 

rafoxanida, nitroxinil, clorsulón y albendazol, es que ejerce un mayor efecto 

fasciolicida al combatir a Fasciola hepatica en cualquiera de sus estadios (Tang y 

Ruíz, 2005). 

Sin embargo, se ha mostrado cierta resistencia debido a la falta de alternancia 

de los fasciolicidas, a desparasitaciones frecuentes, a la subdosificación, etcétera 

(Chávez et al 2012). 

 

2.11 Metabolismo de xenobióticos 

           La resistencia antihelmíntica puede definirse como la capacidad que tienen 

ciertos parásitos para soportar dosis tóxicas de fármacos que serían letales para la 

mayoría de los parásitos de una población normal de la misma especie (Márquez 

et al 2008). Los parásitos adquieren resistencia gracias a su capacidad para 

metabolizar  xenobióticos (Solana, 2013).   

 

           El metabolismo xenobiótico es el conjunto de reacciones que modifican la 

estructura química de los xenobióticos, que son compuestos ajenos a la 

bioquímica normal de un organismo (Castell, 2009), mediante la acción de 

diferentes enzimas metabolizantes de xenobióticos (Brunton et al 2012). 

La mayoría de los productos xenobióticos son sustancias químicas lipófilas que, a 

través de las enzimas metabolizantes de xenobióticos, son transformadas en 

productos hidrófilos y así facilitar su eliminación (Castell, 2009;Brunton et al 2012).   
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2.11.1 Fases del metabolismo de xenobióticos  

 

           El metabolismo de xenobióticos se lleva a cabo en dos fases, la fase 1 de 

oxidación y la fase 2 de conjugación (Brunton et al 2012). 

 

           Las reacciones que las enzimas metabolizantes de xenobióticos llevan a 

cabo en la fase 1 son las de oxidación, reducción e hidrólisis, con la finalidad de 

introducir grupos polares o reactivos en los xenobióticos (Brunton et al 2012). En 

esta fase, las enzimas permiten la introducción de grupos funcionales como –O, –

OH –COOH, –SH– o NH2, la adición no ayuda a incrementar la hidrosolubilidad 

del fármaco, pero sí altera de forma significativa sus propiedades biológicas. 

Además, las enzimas conducen a la desactivación del fármaco. Sin embargo, en 

algunos casos el metabolismo, por lo general la hidrólisis de un enlace amida o 

éster, provoca la bioactivación del fármaco (Brunton et al 2012). 

 

En la fase 2, las enzimas catalizan la conjugación de los productos de la fase 1 

con una segunda molécula (transferasa) (Brunton et al 2012).  

           Las enzimas de la fase 2 facilitan la eliminación de los fármacos y la 

desactivación de los metabolitos electrófilos y potencialmente nocivos que se 

producen por oxidación. Las reacciones de la fase 2 producen un metabolito más 

hidrosoluble, facilitando la eliminación del fármaco de los tejidos. (Brunton et al 

2012). 

           Finalmente, en la tercera fase, los xenobióticos conjugados pueden 

procesarse adicionalmente, antes de ser reconocidos por transportadores de flujo 

de salida y bombeados fuera de las células (Brunton et al 2012). 

 

 

2.12 Enzimas metabolizantes de xenobióticos 

Como se mencionó anteriormente, existen diferentes enzimas que están 

involucradas en  la degradación de xenobióticos. A continuación, se presenta una 
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tabla con las enzimas involucradas en las diferentes fases del metabolismo de 

xenobióticos. 

 

Tabla 6. Enzimas metabolizantes de xenobióticos. Adaptado de Brunton, 2012 y Rodríguez, 2015. 

Enzimas que metabolizan xenobióticos 

Enzimas Reacciones 

Fase 1 Oxidación 

Citocromo P450 (P450 o CYP) Oxidación C y O, desalquilación, otras. 

Flavina monooxigenasas (FMO) Oxidación N,S y P 

Fase 1 Reducción   

NADPH-citocromo P450 

reductasa  

Transferencia de electrones al citocromo 

P450 

Citocromo P450 (reducido) Gana un electrón de radicales libres 

Fase 1 Hidrólisis  

Esterasas  Rompe enlaces éster en alcoholes y ácidos 

Amidasas Cataliza la hidrólisis de una amida. 

Epóxido hidrolasas (mEH, sEH) Hidrólisis de epóxidos 

Transferasas de la fase 2 

Sulfotransferasas (SULT) Adición de sulfato 

UDP-glucuroniltransferasas Adición de ácido glucurónico 

Glutatión-S-transferasas (GST) Adición de glutation 

N-acetiltransferasas (NAT) Adición de un grupo acetilo 

Metiltransferasas (MT) Adición de un grupo metilo 

Otras enzimas 

Alcohol deshidrogenasas Reducción de alcoholes 

Aldehído deshidrogenasas Reducción de aldehídos 

NADPH-quinona oxidorreductasa 

(NQO) 

Reducción de quinonas 
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           En este trabajo nos enfocaremos en el estudio de las enzimas de hidrólisis 

de  la fase 1, específicamente en el grupo de esterasas llamadas 

carboxilesterasas. 

 

2.12.1 Carboxilesterasas 

           Las carboxilesterasas pertenecen al grupo de las hidrolasas que rompen el 

enlace éster carboxílico, dando como resultado un ácido carboxílico y un alcohol 

(Martínez Rodríguez et al 2008). 

                                               

Figura 12. Ruptura de un éster carboxílico catalizada por carboxilesterasas (Martínez Rodríguez et 

al 2008) 

           En este grupo de carboxil-esterasas se encuentran las esterasas, las 

colinesterasas y las lipasas. Las colinesterasas actúan sobre ésteres carboxílicos 

de la colina, las lipasas sobre ésteres de cadena larga y las esterasas sobre los de 

cadena corta. 

           De acuerdo a la acción inhibitoria de compuestos fosforados, las 

carboxilesterasas pueden clasificarse en dos grupos, los cuales se describen en la 

Tabla 7 (Martínez Rodríguez et al 2008). 

 

Tabla 7. Clasificación histoquímica de las carboxilesterasas. Adaptada de  Martínez et al 2008. 

Tipo de 

Carboxilesterasas 

Nombre Compuesto fosforado en el que 

actúan 

Carboxilesterasas 

insensibles a 

eserina 

Esterasas-A Arilesterasas: esterasas resistentes a  

organofosforados (DFP-esterasas o E-

600 esterasas en bancos informáticos) 

Esterasas-B Alilesterasas: esterasas sensibles a 

organofosforados 
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Esterasas-C Acetilesterasas:esterasas resistentes a 

organofosforados y sensibles al  

inhibidor sufhidrilo 

Carboxilesterasas 

sensibles a eserina 

Colinesterasas 

inespecíficas 

Sensibles a DFP en concentraciones de 

10−4 𝑀 

Acetilcolinesterasas Poco sensibles a DFP en 

concentraciones de 10−4 𝑀 

 

2.13 Diagnóstico de resistencia de los parásitos a los antiparasitarios  

     Actualmente las técnicas zimográficas son útiles para determinar las 

diferencias genéticas en organismos de una misma especie que difieren en 

comportamiento y/o propiedades fenotípicas y por lo mismo, estas técnicas son 

usadas en una gran variedad de procedimientos diagnósticos (Manchenko, 1994). 

El fenómeno de la resistencia de los helmintos a los antihelmínticos constituye un 

problema, por lo que sería útil detectar sutiles variaciones genéticas que los hacen 

resistentes. Haemonchus contortus es un nematodo parásito de rumiantes que ha 

desarrollado resistencia hacia formulaciones comerciales basadas en 

bencimidazoles e ivermectinas (Campos et al 1990;García et al 2003). El problema 

de resistencia ha obligado a utilizar estratégicamente las diferentes fórmulas de 

antihelmínticos, por lo que se ha requerido de ensayos que implican el recuento de 

huevos del parásito aislados de las explotaciones pecuarias cuidadosamente 

controladas y tratadas con diferentes   productos (Montalvo et al 2003); así como 

ensayos in vitro con cepas de referencia (García et al 2003).Esto con la finalidad 

de identificar los niveles de resistencia a los diferentes químicos, pero a su vez, 

estos ensayos necesitan de tiempo y conllevan a altos costos de operación. 

Una opción para el diagnóstico de resistencia, son las técnicas zimográficas, 

que han demostrado ser muy eficientes en la detección de resistencia de los 

artrópodos hacia los pesticidas (Field y Foster, 2003; Karunaratne y Heminway, 

2001).  

La detección de enzimas se ha aplicado en helmintos parásitos, como H. 

contortus, correlacionando espectrofotométricamente los niveles de fosfatasa 

ácida y colinesterasa, con los niveles de resistencia a bencimidazoles e 
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ivermectinas (Echevarria et al 1992; Gimenez-Pardo et al 2003). Otros estudios 

correlacionan  el metabolismo protector de diferentes compuestos antihelmínticos 

con la acción de glutatión S transferasa y el intercambio de gases de los 

nematodos (Ecobichon, 1996; Van Rossum et al 2004; Kawwalek et al 1984; 

Kerboeuf y Aycardi 1999).  Sin embargo, son escasos los trabajos en los que se 

utilizan los zimogramas en la detección de la actividad de enzimas tales como 

esterasa, fosfodiesterasa y glutatión S transferasa; las cuales forman parte del 

fenómeno de resistencia a los compuestos antihelmínticos (Miranda-Miranda et al 

2006). 
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3. Justificación 

Debido a que en los últimos años, los parásitos han mostrado resistencia a los 

antihelmínticos, es necesario entender cuáles son estos mecanismos de defensa y 

cuáles genes y/o proteínas podrían estar involucrados en esa defensa,  con la idea 

de generar un método de diagnóstico para identificar la presencia de estos 

mecanismos y proponer medidas eficientes en la aplicación de antihelmínticos. 

 Actualmente la identificación de esta resistencia se hace mediante 

complicados bioensayos que requieren helmintos de referencia que son expuestos 

a diferentes productos, lo que significa altos costos operativos y largos tiempos de 

ensayos. Por otra parte, la detección de actividad enzimática por medio de 

zimogramas, permite tener una representación gráfica de las enzimas 

probablemente involucradas en la resistencia, y la metodología es de bajo costo 

operacional. Este proyecto propone implementar un procedimiento, para distinguir 

cepas resistentes y sensibles a las formulaciones antihelmínticas, aplicable como 

un diagnóstico eficiente y de bajo costo. El procedimiento propuesto consiste en la 

determinación de la actividad de carboxilesterasas por densitometría de 

zimogramas, a partir de extractos proteicos de cepas de referencia resistentes al 

triclabendazol de F. hepatica. También se pretende implementar un sistema para 

detectar oportunamente aquellos parásitos que presenten resistencia al 

triclabendazol por medio de qPCR, que coadyuven a los programas de manejo de 

control de la fasciolasis bovina, de acuerdo a los niveles de resistencia de los 

parásitos en las diferentes regiones afectadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

4. Hipótesis 

El incremento en la expresión de las carboxilesterasas de Fasciola hepatica, 

está directamente relacionado con la capacidad metabolizante del parásito a los 

tratamientos antihelmínticos. 

 

5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo general 

Identificar las carboxilesterasas de Fasciola hepatica relacionadas con la 

capacidad metabolizante a los antihelmínticos. 

 

5.2  Objetivos específicos 

 

 Analizar los perfiles de expresión de carboxilesterasas en aislados de F. 

hepatica con distinta susceptibilidad al TCBZ. 

 

 Identificar los genes de carboxilesterasas presentes en las cepas de F. 

hepatica mediante secuenciación masiva. 

 

 Analizar las secuencias de carboxilesterasas identificadas por 

secuenciación masiva a través de análisis bioinformáticos. 

 

 Detectar, mediante ensayos de qPCR, los genes de las carboxilesterasas 

de F. hepatica que estén involucrados en el fenómeno de la resistencia 

antihelmíntica.  
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6. Materiales y métodos 

 

6.1 Sitio de estudio 

El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Helmintología del Centro 

Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Salud Animal e Inocuidad (CENID-

SAI) antes Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Parasitología 

Veterinaria (CENID-PAVET), INIFAP en Jiutepec, Morelos, México. 

 

6.2. Material biológico 

Se utilizaron cepas de F. hepatica proporcionadas por los Servicios 

Nacionales de Sanidad e Inocuidad Agroalimentaria de la SAGARPA 

(SENASICA), las cuales fueron aisladas, identificadas y seleccionadas por su 

resistencia a los productos antiparasitarios comerciales y/o susceptibilidad a 

compuestos antihelmínticos 

Se infestaron tres conejos raza Nueva Zelanda con 60 metacercarias cada 

uno, administradas vía oral con ayuda de una jeringa. Se hizo un monitoreo 

constante del material fecal a partir de los 60 días postinfestación para identificar 

los huevos del parásito, lo que indica la presencia de los parásitos adultos en los 

conductos biliares, posteriormente se sacrificó a los animales para la extracción de 

los hígados.  

La disección quirúrgica de los hígados se realizó con el fin de identificar y 

extraer los parásitos adultos de los conductos biliares y el parénquima hepático. 

Se depositaron en solución salina amortiguadora de fosfatos (SSAF), pH 7.2 para 

una limpieza exhaustiva y posterior procesamiento.  

 

6.3 Preparación de extractos proteicos   

Se utilizaron 100 mg de trematodos y se maceraron en 1ml de SSAF. El 

extracto se centrifugó a 14,000 x g durante 5 minutos y al sobrenadante se le 

determinó el contenido proteico acorde al método descrito en el Apéndice B  

(Bradford, 1976). Los extractos obtenidos se almacenaron en alícuotas de 30 µl a -

70˚ C.  
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Se usaron los extractos proteicos a -70°C y fueron descongelados a 

temperatura ambiente para posteriormente utilizarlos en las corridas de los geles 

de poliacrilamida para proteína.  

Se usaron muestras del nematodo de referencia Caenorhabditis elegans, 

suero e hígado de conejo como controles de la actividad que fue observada en los 

zimogramas.  

 

6.4 Extracción de ácidos nucleicos 

Para obtener DNA genómico total los trematodos se procesaron acorde a las 

instrucciones del kit ADN Wizard Genomic (Promega).  

El ARN total de los helmintos se extrajo siguiendo el procedimiento descrito por el 

fabricante del kit RNAqueous® 4PCR kit (Ambion). El ARN se transcribió a cDNA 

usando iniciadores decaméricos aleatorios siguiendo las instrucciones de un kit 

comercial (High capacity cDNA Reverse transcription kit Applied Biosystems). 

 

6.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes  

Se utilizó un método desnaturalizante en SDS usando el método 

discontinuo de Laemmli (Apéndice A, Protocolo Laemmli SDS- PAGE) en geles de 

100 X 82 X 1.5 mm con 15 pozos de muestras con 75 µg de proteína de extracto 

proteico por cada pozo y utilizando un marcador comercial de alto peso molecular 

(Sigma-Aldrich). Con gel concentrador al 4% y gel separador al 8%. La separación 

electroforética se realizó a 15 mA durante 90 min.  

Además, se utilizó un sistema de PAGE nativo con un gel de poliacrilamida 

continuo al 6% en solución amortiguadora de Tris-HCl 0.375 M pH descrito por 

SINO biologicals Inc. (http://www.assay-protocol.com/molecular-

biology/electrophoresis/native-page) aplicando 15 mA durante 90 min. 

Las proteínas en el gel fueron teñidas durante dos horas en una solución 

que contenía 0.1% de Colorante Azul Coomassie R250, 50% de metanol y 16% de 

ácido acético. Posteriormente fueron desteñidas con una solución de 10% metanol 

y 7.5% de ácido acético, en este paso se hicieron  varios cambios de esta solución 

hasta obtener un gel libre de colorante Azul Coomassie. 

http://www.assay-protocol.com/molecular-biology/electrophoresis/native-page
http://www.assay-protocol.com/molecular-biology/electrophoresis/native-page
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6.6 Detección enzimática en PAGE 

Las proteínas fueron separadas por PAGE-SDS y PAGE nativo y fueron 

teñidas in situ para determinar la actividad de esterasas usando el procedimiento 

de tinción  AZO con Naftil éster como sustrato enzimático y Fast Garnet como 

agente de acoplamiento. La renaturalización fue realizada mediante la incubación 

del gel en solución salina amortiguadora de fosfatos, conteniendo 1% de tritón 

X100, durante 30 minutos y realizando tres cambios de la solución. El gel fue 

colocado en una solución amortiguadora de fosfatos 0.15 M, pH 7,2, conteniendo 

0.04% de α-Naftil acetato y 0.8 mg/ml de Fast Garnet. Los geles fueron incubados 

en esa solución a temperatura ambiente, con agitación lenta durante 4 horas. 

Después de la tinción los geles fueron fijados en 5% de ácido acético y 15% de 

etanol (V/V). 

 

6.7  Densitometría  

           Se procesaron las imágenes digitales de cada gel en la modalidad de 

densitometría del paquete de programas de computadora LabWorks 4.0 (UVP Life 

Sciences. www.uvp.com) y se calibró el densitómetro para cuantificar la densidad 

óptica de cada banda enzimática obtenida. Las densitometrías se conjuntaron 

para complementar las zimografías junto con la movilidad electroforética relativa 

(Rf) y Masa Molecular (MM). Para lograr lo anterior, se utilizaron las proteínas 

marcadoras de peso molecular preteñidas Page Ruler (Fermentas Life Sciences 

www.fermentas.com) con un rango de 11 a 170 kDa que fueron separados 

simultáneamente con los extractos de nematodos, para formar una curva de 

calibración de MM, a partir de la cual el programa de computadora se calibró para 

hacer de manera automática el cálculo de la  Rf, la correspondiente MM, así como 

la densidad óptica de cada banda presente en los zimogramas.  

           Se determinó la Rf de cada isozima acorde al procedimiento descrito por 

Experimental Biosciences (http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-

page/rf.html). Se compararon los niveles de actividad enzimática específica de 

cada cepa y se hizo una correlación estadística con los niveles de resistencia. 

http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-page/rf.html
http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-page/rf.html
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6.8 Determinación del punto isoeléctrico 

           Para determinar el punto isoeléctrico (pI) de las enzimas detectadas, se 

utilizaron geles de isoelectroenfoque (IEF) Novex® pH 3-10,a los que se les 

cargaron 30 µl de extractos de la fase juvenil y 30 µl de la fase adulta de F. 

hepatica y los marcadores de punto isoeléctrico BIORAD (con un rango de pI entre 

4.4 -9.6). La cámara superior se llenó con 200 ml del buffer cátodo IEF (1X) y la 

cámara inferior con 600 ml del buffer ánodo IEF (1X). Se corrió a 7 mA y 100 V 

durante 1 hora, posteriormente se aumentó el voltaje a 200 V durante una hora y 

finalmente se mantuvo a 500 V durante 30 minutos.                  

Una vez que las muestras fueron separadas por electroforesis, se procesaron para 

identificar las isozimas de carboxilesterasa, mediante su tinción enzimática 

específica (previamente descrita). 

 

6.9 Secuenciación masiva 

Se enviaron muestras de RNA total de cuatro cepas de F. hepatica (fase juvenil, 

fase adulta sin tratamiento, adulta tratadas con TCBZ y  adulta tratadas con 

albendazol) a BGI Genomics Co Ltd para la secuenciación de transcriptoma en un 

equipo de secuenciación masiva Illumina HiSeq®.  De los datos obtenidos, se 

buscaron aquellas secuencias que correspondían únicamente a carboxilesterasas 

según el reporte recibido. 

 

6.10 Análisis Bioinformático 

De las secuencias encontradas en la secuenciación masiva que correspondían a 

carboxilesterasas, se buscaron los marcos de lectura abiertos y usando los 

algoritmos Uniprot y BLAST se determinó su predicción como carboxilesterasas. 

Los dominios funcionales proteicos se encontraron mediante el algoritmo InterPro. 

Se usaron los algoritmos InParanoid y MultiParanoid para identificar las 

agrupaciones génicas ortólogas. Se hizo un análisis de diversidad entre genomas 

usando el alineador Bowtie2 y los archivos resultantes se canalizaron al paquete 
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de programas GATK para alineamiento entre genomas y búsqueda de 

polimorfismos no sinónimos de un solo nucleótido o SNPs.  

Además se realizaron alineamientos de secuencias adicionales y análisis 

filogenéticos usando los algoritmos Clustal Omega y Mega 6, respectivamente. 

 

6.11 Detección de carboxilesterasas mediante ensayos de PCR punto final 

           Para identificar las carboxilesterasas se amplificó el gen encontrado en la 

secuenciación masiva como carboxilesterasa y que además tiene como posible 

función la degradación de pesticidas. Para ello se utilizaron tres pares de 

iniciadores, con las siguientes concentraciones de reactivos: 10 µl de GoTaq® 

Colorless Master Mix, iniciadores 1 µl (c/u), 6 µl de agua libre de nucleasas y 2 µL 

de cDNA de F. hepatica a una concentración de 200 ng en un volumen final de 20 

µl. Para el caso de DNA genómico fueron 10 µl de GoTaq® Colorless Master Mix, 

iniciadores 1 µl (c/u), 7 µl de agua libre de nucleasas y 1 µL de DNA genómico de 

F. hepatica a una concentración de 200 ng en un volumen final de 20 µl. 

 Las condiciones del programa de PCR incluyen una temperatura de activación de 

95ºC por cinco minutos, posteriormente 35 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 68ºC 

por 30 segundos y 72ºC por 30 segundos; finalmente una extensión de 72ºC por 

cinco minutos. 

 

6.12 Detección de carboxilesterasas mediante ensayos de PCR tiempo real 

La detección de transcritos se hizo usando el ensayo fluorogénico SYBR-Green en 

el equipo MyGoPro real-time PCR. Se utilizó el kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX, 

las condiciones experimentales de los PCRs fueron diseñados para ser 

compatibles con el mRNA de los genes codificantes de carboxilesterasa de F. 

hepatica de acuerdo a las secuencias determinadas en los experimentos de 

secuenciación genómica y del transcriptoma. 

El termociclador se programo con las siguientes condiciones: 

• Un ciclo de pre-melt hold a 50°C por 2 minutos. 

• Un ciclo de desnaturalización a 95°C por 10 minutos. 
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• 45 ciclos de amplificacion en 3 pasos: primer paso a 95°C durante 15 

segundos, segundo paso a 66°C por 30 segundos y tercer paso a 72°C por 30 

segundos. 
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7. Resultados 

7.1 Infestaciones experimentales 

Los conejos de la raza Nueva Zelanda, infestados experimentalmente con 

60 metacercarias cada uno, mostraron claros síntomas de la enfermedad a partir 

del día 50 postinfestación, pero los huevos del parásito se identificaron por 

coproparasitoscopía a partir del día 65 (fecha en que fueron sacrificados para 

remover quirúrgicamente los hígados parasitados). Los hígados disectados 

mostraron un aspecto necrosado de la cápsula hepática con claros signos de daño 

al parénquima, características de fasciolasis severa (Figura 13). 

 

Figura 13. Hígado de conejo dañado por fasciolasis severa. A los conejos infestados 

experimentalmente con F. hepatica se les extrajo el hígado al día 65 postinfestación en el cual se 

pudo observar un daño severo debido a la infestación.  

Los parásitos se extrajeron de los hígados, por disección del parénquima, y se 

identificaron 29 fasciolas adultas y 90 juveniles (Figura 14). 

 

Figura 14. Muestra de las fasciolas extraídas de los hígados  de conejo al día 65 postinfestación. 

Los parásitos fueron removidos y depositados vivos en SSAF para limpieza. 
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7.2 Perfiles proteícos de F. hepatica 

 Con el objetivo de saber si los patrones proteicos de las fasciolas adultas y 

juveniles eran diferentes, se realizó un SDS-PAGE. Los patrones electroforéticos 

obtenidos a partir de los extractos proteicos de F. hepatica en fase juvenil y en 

fase adulta, mostraron un patrón complejo de al menos 50 bandas teñidas con 

azul de Comassie (Figura 15).  

 

Figura 15. Patrón electroforético obtenido con SDS-PAGE de extractos de F. hepatica en fase 

juvenil y en fase adulta, teñido con azul de Coomassie. En el carril 1 se colocaron 75 mg de 

extracto de F. hepatica en fase juvenil y en el carril 2 se colocaron 75 mg de extracto de F. 

hepatica en fase adulta. Se muestra un patrón complejo con al menos 50 bandas peptídicas en 

ambos extractos. La masa molecular aproximada se encuentra a la derecha del gel. En este caso 

particular no se utilizó un marcador molecular  ya que no se contó con alguno libre de SDS.  

7.3 Detección de la actividad enzimática de esterasas 

           Como primer paso se realizó la estandarización de los zimogramas para 

detectar la actividad de esterasa, utilizando las siguientes muestras como control 

positivo de actividad: suero e hígado de conejo (que fue el hospedero definitivo 

utilizado para este estudio) y extractos del nematodo C. elegans.  
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           Usando α- Naftil acetato y Fast Garnet como sustrato, los zimogramas 

mostraron actividad específica de esterasa y se detectaron 6 bandas con actividad 

enzimática en el suero del conejo. 

           En la Tabla 8 se muestra el peso molecular de cada una de las bandas 

detectadas, así como su Rf, mientras que en la Figura 16 se observa el 

zimograma obtenido.  

           El zimograma obtenido de los extractos de C. elegans mostró al menos 4 

bandas con actividad de esterasa (Figura 17). En la Tabla 9 se muestra su Rf y 

sus respectivas MM de las bandas detectadas. 

 

Tabla 8. Determinación de masas moleculares de esterasas de suero de conejo. Se utilizaron las 

Rf de las bandas y las masas moleculares de los marcadores para calcular los pesos moleculares 

de las bandas que presentaron actividad esterasa. 

Esterasa Rf Peso Molecular 

1 0.92 15 kDa 

2 0.71 24 kDa 

3 0.35 47 kDa 

4 0.25 74 kDa 

5 0.13 100 kDa 

6 0.0686 150 kDa 
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Figura 16. Detección de la actividad de esterasas en el suero de conejo. Se realizaron diluciones 

seriadas del suero de conejo en los carriles 2 al 6, con un factor de dilución de 0.5, se detectaron 6 

bandas con actividad de esterasa, visibles por su coloración rojiza. Se utilizó un marcador Precision 

Plus Protein standards BIO-RAD en los carriles 1 y 7, las masas moleculares se indican a la 

izquierda del gel.  

 

Tabla 9. Determinación de masas moleculares de esterasas de C. elegans. Se utilizaron las Rf de 

las bandas enzimáticas además de las masas moleculares de los indicadores de masas 

moleculares para calcular las masas de las enzimas identificadas. 

 

 

 

 

 

Esterasa Rf Peso Molecular 

1 0.325 34 kDa 

2 0.183 55 kDa 

3 0.116 72 kDa 

4 0.075 95 kDa 
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Figura 17. Detección de la actividad de esterasa del nematodo de referencia C. elegans. En este 

zimograma se pueden observar 4 bandas con actividad de esterasa, el objetivo era detectar las 

bandas que pudieran coincidir con de F. hepatica.  

           Se realizó un zimograma con diluciones dobles seriadas de  extractos de F. 

hepatica en fase adulta. Se puede observar la presencia de 3 posibles esterasas, 

de las cuales resalta una banda de 90 kDa que muestra una actividad intensa, 

además de dos bandas adicionales con menor actividad que se detectaron en 300 

y 60 kDa. 

 

Figura 18. Detección de la actividad de esterasa en extractos de Fasciola hepatica en fase adulta. 

Se hizo una separación electroforética de extractos de F. hepatica en fase adulta usando 
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diluciones dobles seriadas iniciando en 500 ng en el carril 4. En el carril 5 se encuentra el marcador 

para proteínas de Fermentas Life Sciences PageRuler™ y cuyas masas se indican a la derecha 

del gel. 

           Posteriormente se realizó un zimograma utilizando extractos de F. hepatica 

en fase adulta y en fase juvenil, además de extracto de hígado como muestra 

control. Se encontraron tres bandas con actividad esterasa, destacando la que se 

señala en la Figura 19 y que tiene una masa aproximada de 90 kDa. En la muestra 

control (hígado) la banda con mayor actividad migra alrededor de 60 kDa y 

coincide con una banda de la misma masa en los extractos de Fasciola, por lo que 

se descartó para futuros análisis. 

 

Figura 19. Detección de la actividad de esterasa en extractos de Fasciola hepatica en fase juvenil y 

en fase adulta. Se hizo una separación electroforética de extractos de dos estadios, fase adulta 

(carriles 2 y 3) y fase juvenil (carriles 4 y 5) y de la muestra control de extracto de hígado (carril 

6).Se observan 3 posibles bandas de actividad esterasa, de las cuales resalta la banda de 90 kDa 

que aparece con mayor actividad en todas las muestras. Otras bandas de actividad esterasa se 

detectan con pesos aproximados de 300 y 60 kDa.  

 

7.4 Isozimas de carboxilesterasas de F. hepatica en PAGE nativo 

           Con el fin de detectar isoenzimas con actividad esterasa que nos 

permitieran identificar distintos patrones de actividad en los diferentes estadios de 

desarrollo, se obtuvieron extractos proteicos de F. hepatica juvenil y adulta, y se 
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realizó un PAGE nativo. Se detectaron alrededor de 7 isoenzimas para extractos 

de F. hepatica adulta (carril 1), mientras que para los estadios juveniles se 

observaron 4 (carril 2). Todas estas isozimas corresponden a la banda de 90 kDa 

identificada por SDS-PAGE. La movilidad electroforética relativa de las enzimas se 

registró para subsanar la falta de marcador de masa y/o carga eléctrica. 

 

Figura 20. Perfiles de actividad de esterasa en extractos de F. hepatica en fase adulta y en fase 

juvenil. Se identificó un patrón de isozimas diferente para cada fase de desarrollo, detectándose 

alrededor de 7 isoenzimas para extractos de F hepatica adulta (carril 1), mientras que para los 

estadios juveniles se observaron 4 (carril 2).  

7.5 Detección de carboxilesterasas de F. hepatica 

Se hizo la separación electroforética del extracto de F. hepatica adulta 

usando un gel nativo, después de esta se cortaron los carriles para una segunda 

separación en SDS-PAGE, posteriormente se tiño con Fast Garnet y α-Naftil 

acetato para la detección de las carboxilesterasas y finalmente se contratiñó 

mediante la técnica de tinción de plata. En el zimograma obtenido se puede 

apreciar que fue detectada una mancha color rojo, que corresponde a una 

proteína con actividad enzimática (Figura 21).   
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Figura 21. Zimograma 2D de extractos proteicos de F. hepatica en fase adulta. Se utilizaron 

extractos de Fasciolas en fase adulta y se sometieron a electroforesis PAGE 2D, los geles así 

procesados se revelaron mediantes sustratos enzimáticos cromogénicos. La actividad enzimática 

se identifica como manchas rojas en el gel. Las manchas color marrón corresponden a proteínas 

contrateñidas sin actividad enzimática. Se muestran las masas de los marcadores en kDa. Para la 

dimensión desnaturalizante en SDS y la movilidad electroforética relativa (Rf) en la dimensión 

nativa. 

 

7.6 Análisis densitométrico de F. hepatica en fase juvenil y en fase adulta 

Para el análisis densitométrico se utilizaron dos estadios diferentes de Fasciola 

hepatica (juvenil y adulto) (Figura 22). Los análisis mostraron que las diferentes 

isozimas tienen una actividad enzimática específica distintiva para los diferentes 

estadios de desarrollo, lo que refuerza la hipótesis de que la actividad de esta 

enzima también modula la maduración de la duela hepática. 
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Figura 22. Análisis densitométrico de dos diferentes estadios de F. hepatica. Se hicieron 

extractos de diferentes cepas del parásito y se encontró un diferente patrón de isozimas que 

muestra lecturas fácilmente identificables por densitometría (A). Las líneas rojas corresponden al 

fenotipo enzimático de la fase adulta en el carril 1 de B, mientras que el carril 2 corresponde a la 

línea azul del gráfico y al fenotipo enzimático de la fase juvenil. 

 

7.7 Isozimas de carboxil-esterasas de F. hepatica en IEF-PAGE 

           Se realizó el cálculo del pI de las isozimas visualizadas en el gel nativo, 

mediante geles Novex pH 3-10. Se observó que las isozimas tienen un punto 

isoeléctrico que se encuentra en un rango de 4.6 a 6.2 aproximadamente. 
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Figura 23. Determinación del punto isoeléctrico de las isozimas de carboxilesterasa de Fasciola 

hepatica. Se usaron geles Novex pH 3-10, los extractos del parásito se aplicaron junto con 

marcadores de punto isoeléctrico BIORAD con nueve proteínas con un rango de pI entre 4.4 -9.6, 

una vez separadas por electroforesis, las muestras se procesaron para identificar las isozimas de 

carboxilesterasa mediante tinción enzimática específica y se registraron las diferentes isozimas co-

migrando con los marcadores de pI conocido. A1 Marcadores de pI teñido con ácido acético, A2 

extracto de F. hepatica teñido con ácido acético, B1 marcadores de pI, B2 extracto de F. hepatica 

fase juvenil, B3 extracto de F. hepatica adulta. 

 

7.8 Secuenciación de carboxilesterasas 

7.8.1 Extracción de RNA total y purificación de mRNA 

           El RNA total de los helmintos se extrajo siguiendo el procedimiento descrito 

por el fabricante del kit RNAqueous® 4PCR kit (Ambion).  

Se enviaron cuatro muestras (descritas en la Tabla 10) de RNA total a BGI 

Genomics Co., Ltd para el procedimiento de secuenciación de transcriptoma en un 
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equipo de secuenciación masiva Illumina HiSeq® y de cada muestra se generaron 

aproximadamente 10.03 Gb de información sobre cada transcrito encontrado, su 

homología con secuencias previamente reportadas, así como su probable función 

biológica y expresión diferencial comparando unas con otras. Las muestras fueron 

procesadas de acuerdo con el procedimiento descrito en la Figura 24.  

Tabla 10. Muestras de RNA total de F. hepatica enviadas a secuenciación 

Abreviatura Descripción 

FJ Fasciolas juveniles 

FST Fasciolas adultas sin tratamiento 

FT Fasciolas adultas tratadas con triclabendazol 

FT2 Fasciolas adultas tratadas con albendazol 

 

 

Figura 24. Flujo de trabajo experimental del transcriptoma. Los mRNA se aíslan del RNA total con 

el método de oligo (dT). Luego, los mRNA se fragmentan bajo ciertas condiciones. A continuación, 

se sintetizan cDNA de la primera cadena y cDNA de la segunda cadena. Los fragmentos de cDNA 

se purifican con un tampón de elución para la reparación final y la adición de un solo nucleótido A 

(adenina). Después de eso, los fragmentos de cDNA están unidos con los adaptadores. Esos 

fragmentos de cDNA con un tamaño adecuado se seleccionan para la amplificación por PCR. 

Purificacion de mRNA

Fragmentación de mRNA

Sintesis de cDNA

Añadir "A"

Ligación

PCR

Libreria QC
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Agilent 2100 Bioanaylzer y ABI StepOnePlus Real-Time PCR System se utilizan en la 

cuantificación y calificación de esas bibliotecas. 

 

Se obtuvo una tasa promedio de mapeo del genoma de 81.29% y la tasa promedio 

de mapeo de genes fue de 62.81%. Se identificaron 30,105 genes, de los cuales 

28,669 son genes conocidos y 1,237 son genes nuevos. 

 

7.8.2 Secuenciacion Masiva en ILLUMINA HISEQ® 

 

7.8.2.1 Secuenciación de lecturas de filtrado 

Las secuencias de lecturas que contienen baja calidad, adaptador contaminado o 

un alto contenido de bases desconocidas (N), debe procesarse para eliminarse 

antes de los análisis posteriores. El rendimiento de los datos originales se muestra 

en la Figura 25. Las métricas de calidad de lectura limpia se muestran en la Tabla 

11. La distribución del contenido de bases y la calidad se muestran en la Figura 26 

y la Figura 27, respectivamente. 

 

 

Figura 25.  Gráfico de composición del filtro de datos brutos. 
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Tabla 11. Métrica de lectura limpia 

Muestra Total de 

lecturas 

sin 

procesar 

(Mb) 

Total de 

lecturas 

limpias 

(Mb): 

Total de 

bases 

limpias 

(Gb): 

Lectura 

limpia 

Q20 (%): 

Lectura 

limpia 

Q30 (%): 

Proporción 

de lecturas 

limpias 

(%): 

FST 104.08 100.07 10.01 99.36 97.74 96.15 

FT 106.34 100.32 10.03 98.67 95.22 94.34 

FT2 106.34 100.64 10.06 99.28 97.62 94.64 

FJ 105.08 100.02 10.01 99.40 97.70 96.15 

 

           Respecto a la secuenciación de alta calidad, la curva A (base adenina) 

debe solaparse estrictamente con la curva T (base timina) y la curva G (base 

guanina) debe superponerse con la curva C (base citosina) según el principio de 

complementariedad del emparejamiento de bases, excluyendo las primeras seis 

posiciones de bases debido a la plataforma de secuenciación de Illumina usando 

un cebador hexámero aleatorio para sintetizar cDNA, lo que podría dar lugar a un 

sesgo de PCR. Se muestran grandes fluctuaciones en las primeras seis 

posiciones de la base a lo largo de la lectura, lo cual es una situación normal 

(Figura 26). 
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Figura 26. Distribución del contenido de bases en lecturas limpias. El eje X representa la posición 

de la base a lo largo de las lecturas. El eje Y representa el porcentaje de contenido de bases.  
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Figura 27.  Distribución de la calidad de las bases en lecturas limpias. El eje X representa las 

posiciones de las bases a lo largo de las lecturas. El eje Y representa el valor de calidad de la 

base. Cada punto en la imagen representa el número total de bases con cierto valor de calidad de 

la base correspondiente a lo largo de las lecturas. El color de punto más oscuro significa un mayor 

número de bases. Si la proporción de bases con baja calidad (<20) es muy baja, eso significa que 

la calidad de secuencia de esta línea es buena. 

 

7.8.2.2 Mapeo del genoma 

           Después de leer el filtrado, se mapearon las lecturas limpias para hacer 

referencia al genoma usando HISAT. En promedio, se mapearon lecturas con una 

cobertura del 81.29%, y la uniformidad del resultado del mapeo para cada muestra 

sugiere que las muestras son comparables entre si. Los detalles del mapeo se 

muestran en la Tabla 12. 
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Tabla 12. Resumen de la asignación del genoma 

Muestra Total de lecturas 

limpias 

Proporción total de 

mapeo 

Proporción de 

mapeo único 

FST 100,072,226 82.53% 44.51% 

FT 100,316,766 77.31% 54.55% 

FT2 100,642,128 84.03% 58.37% 

FJ 100,716,766 87.31% 59.55% 

 

7.8.2.3 Predicciones de transcripciones NOVEL 

           Después del mapeo del genoma, se reconstruyeron transcripciones 

utilizando StringTie y con la información de anotación del genoma, se identificaron 

nuevas transcripciones usando Cuffcompare y se predijo la capacidad de 

codificación de esas nuevas transcripciones utilizando CPC. En total, se 

identificaron 20,743 nuevas transcripciones, la información detallada se muestra 

en la Tabla 13. 

 

Tabla 13. Resumen de Transcritos NOVEL 

Total de 

Transcritos 

NOVEL 

Transcritos 

codificados 

Transcritos 

no 

codificados 

NOVELS 

esperados 

Genes 

NOVEL 

20,743 15,530 5,213 14,293 1,237 

 

7.8.3  Reporte de secuenciación masiva 

7.8.3.1 Mapeo y expresión genética 

           Después de la detección de transcripciones novedosas, se fusionaron 

nuevas transcripciones de codificación con transcripciones de referencia para 

obtener una referencia completa, luego se le asignaron lecturas limpias usando 

Bowtie2, posteriormente se calculó el nivel de expresión génica para cada muestra 

con RSEM. La relación de mapeo génico se muestra en la Tabla 14. Y el número 

de genes y transcripciones de cada muestra se muestra en la Tabla 15. 
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Tabla 14. Resumen de la proporción de mapeo de genes 

Muestra Total de Lecturas 

limpias 

Proporción total 

de mapeo (%) 

Proporción de 

mapeo exclusivo 

(%) 

FJ 99,361,682 69.42 53.16 

FST 100,072,226 52.46 33.21 

FT 100,316,766 57.13 48.97 

FT2 100,642,128 72.24 57.26 

 

Tabla 15. Estadísticas de genes y transcripciones 

Muestra Número 

total de 

genes 

Número 

de genes 

conocidos 

Número 

de genes 

NOVEL 

Número 

total de 

transcritos 

Número 

de 

transcritos 

conocidos 

Número 

de 

transcritos 

NOVEL 

FJ 21,164 19,964 1,200 30,608 16,274 14,334 

FST 25,423 24,209 1,214 35,036 20,681 14,355 

FT 16,608 15,567 1,041 23,719 10,758 12,961 

FT2 20,177 19,944 1,233 29,584 14,977 14,607 

 

 

7.8.3.2 Cobertura de lectura y análisis de distribución de transcripciones 

           Posteriormente se calculó la cobertura de las lecturas y la distribución de 

cada transcripción detectada, las cuales se muestran en la Figura 28 y la Figura 

29, respectivamente. 
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Figura 28. Cobertura de lecturas de las transcripciones. El eje X representa la cobertura de lectura. 

El eje Y del lado izquierdo representa el porcentaje de transcripciones. El eje Y del lado derecho 

representa la densidad de las transcripciones. 

 

 

Figura 29. Distribución de lecturas en las transcripciones. El eje X representa la posición a lo largo 

de las transcripciones. El eje Y representa el número de lecturas. 
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7.8.3.3 La distribución de la expresión génica 

           Con base en la información de expresión, se diseñó el diagrama de caja 

para mostrar la distribución del nivel de expresión génica de cada muestra, 

además de que podemos observar la dispersión de la distribución (Figura 30). El 

mapa de densidad puede mostrar el cambio en la abundancia de genes y reflejar 

la concentración de expresión génica en el intervalo de muestra, como se observa 

en la Figura 31.  

                          

Figura 30. Diagrama de caja de expresión génica. El eje X representa el nombre de la muestra. El 

eje Y representa el valor log10FPKM. 
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Figura 31. Mapa de densidad de expresión génica. El eje X representa el valor log10FPKM. El eje 

Y representa la densidad del gen. 

 

           Para mostrar la cantidad de genes con diferentes valores de FPKM, se 

calculó la cantidad de genes en tres rangos diferentes de FPKM (FPKM <= 1, 

FPKM 1 ~ 10, FPKM> = 10), lo cual se muestra en la Figura 32. 
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Figura 32. Distribución de la expresión genética. El eje X representa el nombre de la muestra. El 

eje Y representa la cantidad de genes. El color oscuro significa el nivel de expresión alto cuyo valor 

FPKM> = 10, mientras que el color claro significa el nivel de expresión bajo cuyo valor FPKM es <= 

1. 

 

Para mostrar la cantidad de genes nuevos y genes conocidos, se calculó la 

cantidad de genes (Figura 33) y se analizó la relación de expresión (Figura 34). 

                         

Figura 33. Estadísticas de genes nuevos y genes conocidos. El eje X representa el nombre de la 

muestra. El eje Y representa la cantidad de genes. 
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Figura 34. Distribución de expresión de genes nuevos y conocidos. El eje X representa el tipo de 

gen. El eje Y representa el porcentaje de genes expresados en diferentes muestras. 

 

 

7.9 Análisis  bioinformático de las secuencias obtenidas 

 

Del total de secuencias obtenidas, al analizarlas, se encontró que 4 

probablemente pertenezcan a alguna carboxilesterasa. En la Tabla 16 se 

presentan algunas características obtenidas de la secuenciación. 

 

Tabla 16. Identificación de las secuencias encontradas como carboxilesterasa 

Número de 
Secuencia 

Número de 
identificación  

Homología con 
proyectos de 
secuenciación 
reportadas en el 
GENBANK 

Actividad biológica 
que presentan 

 

 

1 

BGI_novel_T000469 

gene=BN1106_s80B0005

25g 

 

BGI_novel_T000525,lcl|L

N627097.1_mrna_2822 

Componente integral 

de membrana 

(GO:0016021//integral 

component of 

membrane) 

2 
BGI_novel_T004515 

gene=BN1106_s903B000

BGI_novel_T004962,BGI

_novel_T004963,lcl|LN62

Además, presenta 

actividad de hidrolasa y 
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404g 7920.1_mrna_25216 colinesterasa ( 

GO:0052689//carboxyli

c esterhydrolase 

activity;GO:0004104//c

holinesterase activity) 

3 

BGI_novel_T004516 

gene=BN1106_s903B000

404g 

4 

BGI_novel_T012214 

gene=BN1106_s4004B00

0028g 

  

BGI_novel_T013462,lcl|L

N631021.1_mrna_68960 

Componente integral 

de membrana 

(GO:0016020//membra

ne;GO:0016021//integr

al component of 

membrane) 

 

           Se realizó una gráfica para comparar la cantidad de fragmentos existentes 

en cada una de las muestras por millón de kilobase (Figura 35). 

 

 

Figura 35 . Grafica de FPKM en cada una de las muestras de Fasciola hepatica. 
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7.9.1 Marcos de lectura abiertos 

           Se procedió a buscar los marcos de lectura abierto mediante la opción ORF 

FINDER del NCBI. En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos en forma 

de resumen.  

 

Tabla 17. Datos obtenidos mediante ORF FINDER.  

Secuencia ORF Cadena Inicio Fin Tamaño (nt/aa) 

1 8 + 791 2998 2208/735 

2 4 + 844 2937 2094/697 

3 7 + 120 1271 1152/383 

4 2 + 565 >1836 1272/423 

 

7.9.2 Alineamiento de las secuencias  

      A continuación, se muestran las secuencias completas con sus respectivos 

marcos de lectura abierto, además se presenta el SMART BLAST obtenido a partir 

de estos.  

 Secuencia 1: 

>BGI_novel_T000469 gene=BN1106_s80B000525g 

taatcCTTTACTTCCTTTATTAACTGTACATCGAAGTTACAATATTTCTGAAAAGGGGTC 

ACAGCCGATGAGACGCCATCTAAtaggaaatcaatcagagacGGTGAGAGTCGAACTCGG 

AACAGCAAGGTGTAAAGGCTGCCAAGGTGCTCTTTATTATATAACACGTAAGGGGTTGGA 

CGAGTTCAGTCTACGATAAGACAccaaaaggaaaaactccatgagctgaGGTTCAGTAAG 

TCAGTCAACACGTACCAACACTCACAGTAAACGAGCACCAAAATGGTGGCCTGCAGTCTG 

GCTGTCACACTGCTCGCCTCaacaaaagaacactgtccgcTGTGTTATATACTCTCTCAT 

CGCCCACAAACCAACAGTATTCGGTTCACTGGGACCAGAAGATTCACAGTCTTGATTCGG 

TTTTTACGTGACATCTGCATTTGTATTATACACGTTTCTTCTCATTTCTTCTTCGTTCTG 

CGCTATCCATCTGTCCCTAGTGTGGTGTGCAGATAATGTCGAAGGAGTCGCGTACGTTAA 

TCTGTCTCTGTTATAGATGGTAATAAAACTATTGTGAGATTATATAAATAACAAAAGGCA 

CTTAATAATCAGACCAGTCATAACCTGTGTGATAGATGTAAAGTAGTTGGTCGAATGCTG 

ACAGTTTTGACCACGTGATATTGCAGGGTACTAATTTTCGAATCTCTCTGAGATCAATCA 

GTTGATCAATCGTGATTCGTGGGTTCACAAAGTCCACTTGGACAATTCCCATTACACTGT 

CTCTGAGCCAATGGGACTCAAAGAGGGAGCGTCCCGTGCGACAGTCGGGCAGTCTGCCGA 

CGAACCTCCGGGTCCAAGCAAGGATGAGGAGAATGAAATGCCACTGGCAGATGGATCAGA 

TGATCCGAATGTGCTACATGTACGTAATTACATGAGTCTGAATTCTTTACTACCCAGCCC 

AGAAGAATGGGACGAAATTTGTCATCGTCAAAAAATGGAGAGAATCCGATTTTTGGTCGG 

AGTGAGCATAACCTACCTAGTTTTATGGGTCGCGCATGCTCCTGTAGCCATTTGGAAAAC 

ATGGTCTCTACAGAATAATGCCGAACTCAAAAGACTACTCTCTGATCGTCCCGGCTTGGG 

ACAACCATTACCACCCAACTGTATTGTCACAAAATGTGCTGCGTTGTGTCCGGAACCTTC 

GGACACAAAAGATTGGTACACATTGTTCAGAATCCCGTACGCCACATTGCCACAACAGAG 

TTCATATTTCTCCGCGGCCACCTATCCATTCACATTTAAGGAATGCTATTTAGCTTATTG 

GCATGGTGTGGCTAAGGAAAAGCGTCGATTTATAGATGGACAAATTCGATTCATCGGACG 
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TGAGGCGAATGATGACGGCTCGGAATGTGCCcagttgaaaaataaaaaggGTGAATTGGT 

TCCGGTCGGTAAACCTCAATCGTGTCTAACTTTGAGCTTTCATTATCCATGGTTTAGTTC 

CAGTCATacggaagagaaacagtttcGAGGAATGCCAATCGTGGCCTATATTGGTGGTTC 

ATATCTGATGAATCATAGACCGCAATTACCATCACCGAAAATGGTTGCCGATTTGCGTGT 

TCTCTATGTGGCTATCAGTTACCGATTaggtgtgtttggattttctgatttcgggatcga 

tGGTGCGGGACCCAATCACGGTGTGTCGGATGTGCGCGAAGCGTTGATTTGGATCCAAGA 

ACACGCTCATCGTTTTGGCGGTGATCCGTCTCGCGTGATGTTGTACGGAGAGAATAGCGG 

AGCCACGATTGCTGCTGCACTACTTTCATCCAGTGGTCTGGAGAATTTGATGGTCGGAGG 

AGAGTCCCGTTCGCTATTCAGTCATGTTTGGTTGGCGGATGGATCCGTTGTCATTCCGGA 

TGTTCCCGATTCACAGGATGCATTCCAACAGTTAGTCCTAAATGATCCATATCTGGCCGA 

TGAGTGTAAAAAATGGGTGCAGAAATCAGCCAAACATGCGCATATGGACCGCAGCCATCC 

ACTTGCCCGAATGTACGAATGTTTGCACGATATGACTGTTCAACAATGGTTACAAAAAAC 

TCCGCTAGCATGGCAAGATTCACGAACCGCGGATACGACTTTGCTTCCGCAAGCGCATGA 

AATGCGCACATCGTTGATTAAACGTGATTTGGAAAACTCGTTGGTGGAAAATCCGCTAGG 

AATGCTTCATCCAAAAGCAACAGGTTGGACACACAGTATCAGAGATATGCCATTAGTGGT 

ATTCTCGTCGATGAATTACGCCTACGATCAATTCGGGAATCAGAACAGTTCGGATCATTG 

GAATCTGGAAGAAACAGAACAGAAGTTGAGAAATGCTTTGAATTCGTTTCGTAAGCCCAC 

TTCTCAATTGCCATATGCGGATGCCATGTGGAATGCCTATCAAGGCTACTTGAGAAATCT 

GATTGCCTGGCGGCGAGATGATCAGGCACCAGAGGAGATCAACTATAGAAATTTCTACGA 

TGTGATTCGAGGGGATTTGCGCGGGGCATGTCCGTACAATTTATACGCAAAACATTTACA 

ACTGGGACGATACATTATGGTGAATCCAATATATCGAATTTTGAACCGAATTCAAGTGCA 

ACCGTATGTGGATGCGGACGGAGCACGGTGTGATGTGCCGTTCTTCTTGATTGATGAACA 

TTTCTATTGTGGGGAAGGTACTCGACCACTGTACGAGGCATTGGAGCCGGAACAAAAAGA 

GGTTCTCGTTCGAGCATTTGTTCAGTTCGCCTATTATGGTTCAATCTTAGGAGCTAGAGA 

AATGCAGTATCCCCTCAGTTCCGATATGCCATCACTTGAAGCGACCTATAATATTCTCAC 

AGAAATGGGTTTGACGACAGCTGGAACACGTGAGATCGCTTTCCTCAAAGCTTGCCAGAT 

GTGGATTTCTGAGGAGGGTCTGTTTGAACATGTGATGAAGTATGCGCAAATGAACTGATG 

GTTACAAGAACGTAAATTTATCGTTGGTATATCTGAAGGAGAGCTTTTATGACTGGCTGG 

ACAATTTATACCCGTTTTAATGAGCTTTGCAACAAGTTTGGGTTAGCTTGTACACTCCAG 

TTACGAATATAAAAATTGTACACTGA 

>lcl|ORF8 

MGLKEGASRATVGQSADEPPGPSKDEENEMPLADGSDDPNVLHVRNYMSL 

NSLLPSPEEWDEICHRQKMERIRFLVGVSITYLVLWVAHAPVAIWKTWSL 

QNNAELKRLLSDRPGLGQPLPPNCIVTKCAALCPEPSDTKDWYTLFRIPY 

ATLPQQSSYFSAATYPFTFKECYLAYWHGVAKEKRRFIDGQIRFIGREAN 

DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

VAYIGGSYLMNHRPQLPSPKMVADLRVLYVAISYRLGVFGFSDFGIDGAG 

PNHGVSDVREALIWIQEHAHRFGGDPSRVMLYGENSGATIAAALLSSSGL 

ENLMVGGESRSLFSHVWLADGSVVIPDVPDSQDAFQQLVLNDPYLADECK 

KWVQKSAKHAHMDRSHPLARMYECLHDMTVQQWLQKTPLAWQDSRTADTT 

LLPQAHEMRTSLIKRDLENSLVENPLGMLHPKATGWTHSIRDMPLVVFSS 

MNYAYDQFGNQNSSDHWNLEETEQKLRNALNSFRKPTSQLPYADAMWNAY 

QGYLRNLIAWRRDDQAPEEINYRNFYDVIRGDLRGACPYNLYAKHLQLGR 

YIMVNPIYRILNRIQVQPYVDADGARCDVPFFLIDEHFYCGEGTRPLYEA 
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LEPEQKEVLVRAFVQFAYYGSILGAREMQYPLSSDMPSLEATYNILTEMG 

LTTAGTREIAFLKACQMWISEEGLFEHVMKYAQMN 

 

Figura. 36 SMART BLAST de la secuencia 1. 

 

 Secuencia 2:  

>BGI_novel_T004515 gene=BN1106_s903B000404g 

TAGACTGTACACATGCAGGGAGAAAAGAGGAGGAACTATAGTTTCCGCTTTTTAAATAGA 

ATCGACCTTCTAAAAAAAGGCATTCGTATCGTGCACCAATTATGTGCAACTTTTTACAGT 

ACCTTCATAAATATTCCTCCTTTTCAATGATAACCAGCTGTTAAACATTTACGGACGTAG 

ACTGACGCATCAGTACGGACAGTTTCTTGGTTTGTGAAGAAACAAATGTAAGAACTTGTC 

CAATATTTTGTAAAGTTCTGGATGACCGGCGGTCGTCATCCGGTATCGTGGTGGACTATC 

GGTCCATATGTCCCTCTTTGGAATCATCCCACGACCGCCGGTAGCCTTCTTTGATGAATA 

GCGCCTTTTCTTAGCTATAATAGTATCACATTGTTGAACAATACAAGGAATTAGGTAGTA 

GAATGAGAGCACTAGGATAGAAGGGAGATGAAGACGTATATACAGGCCATATGCAAAATA 

TTACAATGCCGAAATATGCATTTTTAATCCTTTACATATCAAATCACTCAGTAACGTTTg 

agttttttattcatttaggaATCAGCAGCCATATTTACAATGCGGTTACTGATCACGGGA 

AAATTGGATGGCCTTCCAAAATCGTCATTCTTATTGGTTAATTATTACCATAGTACGTGA 

TTTGCAGACAGAATCGACCAATCATACATCTCGCCAGATCATGCAATGGATCATTGGCAC 

ATCCCTGAAACACCTACAAATCCGACCTGCAAAAGATAAACGTTCGTAATATCTTCGGGA 

CATTTTGGAAATCGGGTACATGTTTAGGCTGTAAATCTTGTGTAATACCTTCCACATTCC 

AACATGTTATCCTGTGCGACTAATTTATGGCTCTTAATATTGATATCTGAGATCATCAGG 

GAGACTAATTCTAGTGCGCCAGCTCCTACAATCACTCTGTCTCACGGAGGAAGAGTTCGT 

GGCGCAACAGAAGAGGTGATTTTTCGGGATCAGAAGAAGAACGTGGATTATTTTCTCGGA 

ATTCCCTTCGCCAAACCACCAGTTAAAGAACTCAGATTCGCATCACCGGAAAATCATAAA 

GGCTGGGAGGGTATAAGAGATGCCGTCAACCTCCCCCCTACTTGTTGGCAGTATATTTTT 

ACTGGATTTGACATTGCAAATAATGGAGCTCGCATGTGGGTGAACAACACGGAAATGAGT 

GAGGATTGCCTTTACCTGAATGTGTGGATGCCTTCaggaaaaataaatgcaaactTACCC 

GTTATGGTGTGGATTTACGGGGGAGGATACACCAGCGGAACTTCGACACTTGATGTTTAC 

AATGGGAAATTTTTAGCTGCCAAGCACGACTTGATTGTCGTCTCAATGCAGTATCGTCTT 

GGTGCATTTGGATTTCTGCGAATCGATCCCAAGCCCACTCGGTTCAACAGAGAATCGGAA 

GGCTCGACAAAACTAGCACTGGGGAATATGGGTCTGAAAGATCAACTGCTTGCATTGGAG 

TGGGTTCAAAAAGAAATTAAGAACTTCGGCGGAAATCCCAGACAAGTGACCGTGTTTGGC 

GAGTCATCTGGGGCGGTCAGTGTAACGGCACTGTGGACATCCCCAAAGACTAAAGCACTT 

TTCAGACGCGCAATCGTTCAGTCGGGCTCAATTTTTGCTCGATGGGGTTTACATGATTTG 

AAAGTTGCAAACCATCGAGCCGTGGTGTTTTCCAAGGCATGCAACTGCCCTGACCCAACG 

GTGGATCCTTCGACAAGTATAAAATGCCTACAGGATGTTGACCCGATGGTTCTAGTGAAC 

ACGTTGGACGCAGTTATTGAGGATGATGCGGTACAACGAAACAACACAATGTGGGAAAAT 

TTCTTTCACAAGCTCTCAGCTTCCGAGATCGGCAATGGTCCATTCCCCGGCTGGGCTACC 
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AGCAGCCGTCGTTATTTCGAGGTACCGTTTGCAGCTGTGATTGACGGAGATTTTCTGCCA 

AATCATCCACGAAATGTACTTAAATCACCCAATTATACCAGAGAATCTCCGGAACTATTG 

ATCGGTGTGAATCAGAATGAAGCGATCTACTTCATTCTCTACGGCCTTGCAATGCAAGAG 

ACAATGTTTCTGAAAGAGGATGGAAACATCGTACTACCCGAGTCGATCAAAAAGGCCGGT 

CTGCGGGAACCACGAAAAAGCGACGGTCAGAAAGCCGATTTTAGATGGATCACGGCATTG 

GAATTCCTGGATAAGAGTTTTCTCATCCCGGGACTAGCAGCAGCACCAGCAACTTTCTAC 

GGTCTGCCAGTGAGTTTCAACACAACACAGGAGTATGCCTATCCATATGACATAAAACTG 

GCCGGAGAAGAGGTCATGAAACGAATCAGCGATTTGGCTTCAGATGCAGACTTCATCTGT 

CCGACCTTGGAATTCGCTGAAATGGCTTCACGACAGTCAAATGCAAAGGTTTACCTATAC 

TACTTCCAACAAATGTCCTCCCGTCTTCCTTGGCCTACTTGGGTTGGAGCAATGCATGGC 

TACGAAATTCCATTTGTATTTGGAATTCCGTATTCGAAAGAATTTATAAAAGAATTTTAT 

GGCTTCACTTTGGAGGAAACTGAGTTTGGAGATAAAATGCAACAACTATGGGTCAATTTC 

GCGAAATACGGTGATCCAAACCTGCCTGTTACCGACCAATATTCAGCTAAGTGGCCATTG 

TACAAATCAAATGCGATTAGTGAAAAACAACCGGATCAATGGGATCATTACATTCTGGAT 

GTAAACATGCGACCTGGTAGTCGACTCCGGGAGAAAGAATGCGGGTTTTGGTTGCATTTC 

ATGGACGCATATCAACGAGAAGTGCTCGCTGGGGCCATGGCAATATATCCGGCCAATCGA 

ACTGGGCTCGTTCTCCTCTGGATATGTATCTTTCGGATAGCGGTTTTGTTGTACTGATCC 

AGTCCCGGAGTACAAAAGACGGTTGCAAATATTCTCAAAACTACATAACGACTGTTTATT 

GTCTACCTGTCTTCTAGATATTAAAGTCAAAATGCTAGTGACTCACAGCAAGTTACTTTC 

AATAAgcattaaaaacatcaaaacaaaatttccatcCCGTAAAAGAACAAGAGCAAAACA 

GGGTAGTCACGAATGTACACATGTTCCTGTTCAAAGAACCGAAATAAAACAGGTATCCCT 

AACAGTGTTCGAGGTCAAAATCCCCCATATTAGCTGATATTGAGTTGTGTATGTCCACTT 

CCCTCTCTTtccaaattgttttctttctcctGCAGTCGATTCCCGTTTTATAAGTGATGA 

AACAAACCAGTCTATTCTGATTCAAATTGGCCATTCCCTCAGTAATCTTCAATGTATTAC 

CTCGAATTTAATTCTATCCATCATAAAATTAACCACACAGACGTTCACTATAAAAAGATC 

CCCGTCAACCTGTAACAACAAAGAGATGGAATTTCATATTACAAATACATGTTTTTCTGG 

TG 

>lcl|ORF4 

MLSCATNLWLLILISEIIRETNSSAPAPTITLSHGGRVRGATEEVIFRDQ 

KKNVDYFLGIPFAKPPVKELRFASPENHKGWEGIRDAVNLPPTCWQYIFT 

GFDIANNGARMWVNNTEMSEDCLYLNVWMPSGKINANLPVMVWIYGGGYT 

SGTSTLDVYNGKFLAAKHDLIVVSMQYRLGAFGFLRIDPKPTRFNRESEG 

STKLALGNMGLKDQLLALEWVQKEIKNFGGNPRQVTVFGESSGAVSVTAL 

WTSPKTKALFRRAIVQSGSIFARWGLHDLKVANHRAVVFSKACNCPDPTV 

DPSTSIKCLQDVDPMVLVNTLDAVIEDDAVQRNNTMWENFFHKLSASEIG 

NGPFPGWATSSRRYFEVPFAAVIDGDFLPNHPRNVLKSPNYTRESPELLI 

GVNQNEAIYFILYGLAMQETMFLKEDGNIVLPESIKKAGLREPRKSDGQK 

ADFRWITALEFLDKSFLIPGLAAAPATFYGLPVSFNTTQEYAYPYDIKLA 

GEEVMKRISDLASDADFICPTLEFAEMASRQSNAKVYLYYFQQMSSRLPW 

PTWVGAMHGYEIPFVFGIPYSKEFIKEFYGFTLEETEFGDKMQQLWVNFA 

KYGDPNLPVTDQYSAKWPLYKSNAISEKQPDQWDHYILDVNMRPGSRLRE 

KECGFWLHFMDAYQREVLAGAMAIYPANRTGLVLLWICIFRIAVLLY 
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Figura 37. SMART BLAST de la secuencia 2. 

 

 Secuencia 3:  
 

>BGI_novel_T004516 gene=BN1106_s903B000404g 

CTGGTATTCCCGCTAGTAAAATTGTGGTTTTCACTGTGATTTTTTCCAAGGCATGCAACT 

GCCCTGACCCAACGGTGGATCCTTCGACAAGTATAAAATGCCTACAGGATGTTGACCCGA 

TGGTTCTAGTGAACACGTTGGACGCAGTTATTGAGGATGATGCGGTACAACGAAACAACA 

CAATGTGGGAAAATTTCTTTCACAAGCTCTCAGCTTCCGAGATCGGCAATGGTCCATTCC 

CCGGCTGGGCTACCAGCAGCCGTCGTTATTTCGAGGTACCGTTTGCAGCTGTGATTGACG 

GAGATTTTCTGCCAAATCATCCACGAAATGTACTTAAATCACCCAATTATACCAGAGAAT 

CTCCGGAACTATTGATCGGTGTGAATCAGAATGAAGCGATCTACTTCATTCTCTACGGCC 

TTGCAATGCAAGAGACAATGTTTCTGAAAGAGGATGGAAACATCGTACTACCCGAGTCGA 

TCAAAAAGGCCGGTCTGCGGGAACCACGAAAAAGCGACGGTCAGAAAGCCGATTTTAGAT 

GGATCACGGCATTGGAATTCCTGGATAAGAGTTTTCTCATCCCGGGACTAGCAGCAGCAC 

CAGCAACTTTCTACGGTCTGCCAGTGAGTTTCAACACAACACAGGAGTATGCCTATCCAT 

ATGACATAAAACTGGCCGGAGAAGAGGTCATGAAACGAATCAGCGATTTGGCTTCAGATG 

CAGACTTCATCTGTCCGACCTTGGAATTCGCTGAAATGGCTTCACGACAGTCAAATGCAA 

AGGTTTACCTATACTACTTCCAACAAATGTCCTCCCGTCTTCCTTGGCCTACTTGGGTTG 

GAGCAATGCATGGCTACGAAATTCCATTTGTATTTGGAATTCCGTATTCGAAAGAATTTA 

TAAAAGAATTTTATGGCTTCACTTTGGAGGAAACTGAGTTTGGAGATAAAATGCAACAAC 

TATGGGTCAATTTCGCGAAATACGGTGATCCAAACCTGCCTGTTACCGACCAATATTCAG 

CTAAGTGGCCATTGTACAAATCAAATGCGATTAGTGAAAAACAACCGGATCAATGGGATC 

ATTACATTCTGGATGTAAACATGCGACCTGGTAGTCGACTCCGGGAGAAAGAATGCGGGT 

TTTGGTTGCATTTCATGGACGCATATCAACGAGAAGTGCTCGCTGGGGCCATGGCAATAT 

ATCCGGCCAATCGAACTGGGCTCGTTCTCCTCTGGATATGTATCTTTCGGATAGCGGTTT 

TGTTGTACTGATCCAGTCCCGGAGTACAAAAGACGGTTGCAAATATTCTCAAAACTACAT 

AACGACTGTTTATTGTCTACCTGTCTTCTAGATATTAAAGTCAAAATGCTAGTGACTCAC 

AGCAAGTTACTTTCAATAAgcattaaaaacatcaaaacaaaatttccatcCCGTAAAAGA 

ACAAGAGCAAAACAGGGTAGTCACGAATGTACACATGTTCCTGTTCAAAGAACCGAAATA 

AAACAGGTATCCCTAACAGTGTTCGAGGTCAAAATCCCCCATATTAGCTGATATTGAGTT 

GTGTATGTCCACTTCCCTCTCTTtccaaattgttttctttctcctGCAGTCGATTCCCGT 

TTTATAAGTGATGAAACAAACCAGTCTATTCTGATTCAAATTGGCCATTCCCTCAGTAAT 

CTTCAATGTATTACCTCGAATTTAATTCTATCCATCATAAAATTAACCACACAGACGTTC 

ACTATAAAAAGATCCCCGTCAACCTGTAACAACAAAGAGATGGAATTTCATATTACAAAT 

ACATGTTTTTCTGGTG 
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>lcl|ORF7 

MVLVNTLDAVIEDDAVQRNNTMWENFFHKLSASEIGNGPFPGWATSSRRY 

FEVPFAAVIDGDFLPNHPRNVLKSPNYTRESPELLIGVNQNEAIYFILYG 

LAMQETMFLKEDGNIVLPESIKKAGLREPRKSDGQKADFRWITALEFLDK 

SFLIPGLAAAPATFYGLPVSFNTTQEYAYPYDIKLAGEEVMKRISDLASD 

ADFICPTLEFAEMASRQSNAKVYLYYFQQMSSRLPWPTWVGAMHGYEIPF 

VFGIPYSKEFIKEFYGFTLEETEFGDKMQQLWVNFAKYGDPNLPVTDQYS 

AKWPLYKSNAISEKQPDQWDHYILDVNMRPGSRLREKECGFWLHFMDAYQ 

REVLAGAMAIYPANRTGLVLLWICIFRIAVLLY 

 

Figura 38. SMART BLAST de la secuencia 3. 

 

 Secuencia 4: 

>BGI_novel_T012214 gene=BN1106_s4004B000028g 

TTGGGTTGTCACACGAGTTTGAAATTTCGTCACCTTGCTGCGGAAGGAAGGTTAGTCGTT 

GACTAGATGGCCTGGATATCTGTTCCATACTTGTGCATCGTGTGGCATTCGATAACTTAC 

TTGACTCTTTCCAATGGCCAAAACTGGTGGAATTTTGAAGAGCAAATCAATCCAAATAAA 

CTCCCGCTGTTTACGCCACTACCAAATAAGCGATTCACTCACGATCCGGAAATCAATAAG 

TATGGACCATCACCAAATGACGTTATAGTGAACATACCAAAGTAAGCTGATTGTACCGAT 

TGTATTGCAGACCCGGATTTGGTCGTTTTATCGGTTCGTCTGTACTGGTTAATTACGACT 

ATACGTGGTCGCAGTGGCCACCCGGCCGCGGTCGGCTGGTAAATGAGTTCTTGGGAATTC 

CTTTCGCTGCACCGCCGATCGGAGATCAACGATTCAGAGCAAGTGAATATTTAGTATCTC 

GTAATTCATACTCCGCAGAATCCTGTCGCTTCATATTTGGATACAAGATACCCGTGGTTC 

GCGAAAAAATTGCGCCCAGCATGTATGCAACATGATGGATATTTGAAGGCATTTTTAAAG 

GTCATTCCTCCAATGAGTGAGGACTGTCTATATTTAAATATATTCTATCCGAACAGGACA 

CATGAAGACCCGACCATTCGTTATCCAGTGGTAATTCACATTCACGGTGGTAGCTATGTA 

TGCGGTTCAAATCACTTATATCCTGGACATGTTCTAGCCTCTATGGGTGTTGTCTTCGTA 

TCCATCAGCTATAGACTAGGACCTTTTGACCTGTTTCATCAAGTGATAATGATGTCCGGA 

TCTGACTTGTCCTGCTGGGCTGTGACCGATCCGAATCGTGTCCGTAGTAGATACTATGCC 

ATTGAACTGGGACGTGCGTTAGGTTGCTCATCTGTGCTGGGCGACCGGGTGGCTGCTTCC 

CAGGCTGCAATGCGTGGAGAACAGTGGAAACCGTCAGGTGCCGCAGACGTACCGGAGGGT 

CAATTTGGCAACGGCTCGGCTAAGCCACGACTGGCAATACCCTTTACCGCTCGAATTGAT 

GCCTCAGCACTGCTACGTTGTTTGCGCCATAAGAGTACAGCGGAAGAGATTGCCAACAAT 

TCACTCCTCACTCCACTAGATGGTGCACCAAACTTTGTTTGGTCTCCGGTTGTAGACGGC 

ACATCCGGTTTCTTGCCACGAGTTCCACTGGAGGAACGAAAACAGGGTCGGTTTGATGCG 

TTGCCACTTTTGGCAGGTGTCACTCACGACGAAGGCTCACAAGTTCTGCTAAGTAATCTC 

GCTCGCTGGGAGGAACGACGTTTTCGTATCAAGGATTTCACAGATGCAGTGGTCCGTCGA 

ACGATTGGCAACTTCCTCAATAGCGAGAAGGTATTTCGTTTCCAAACAACATCGGAAGAA 

CTGTACACTCGTTACACTTGGTGGCCCAATATGGCAAACAATTCGGCCCGTTGGGAAAAT 
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ATGGTAGCTCTTATTTCGGACTATGTGATCAATTCACCCTTGGACACAGTGCTTCGATTT 

CACGCATCTTCTAATCCCAAAACCTATTTTTATGAATTCGCTTACTTGAGTCCGAACGAC 

ACCCTTCGGACACCTGAACGAGGAGTCTATCACGGGGCGGAACAGCCGTTTCTATTTGGC 

TTTCCTTTTTTGGATGTGGAATTTTGGCAGCGCTATTTCGGTAGCAAAGATTTGCCGAGA 

CTCGCTAACCGGACCTATTTCTACCCGCACGACACAAACGTGAGCGAATGGGTTATGCAA 

GCGTGGACTAACTTCGCGAAATACGGGTATGTGATCA 

>lcl|ORF2 

MQHDGYLKAFLKVIPPMSEDCLYLNIFYPNRTHEDPTIRYPVVIHIHGGS 

YVCGSNHLYPGHVLASMGVVFVSISYRLGPFDLFHQVIMMSGSDLSCWAV 

TDPNRVRSRYYAIELGRALGCSSVLGDRVAASQAAMRGEQWKPSGAADVP 

EGQFGNGSAKPRLAIPFTARIDASALLRCLRHKSTAEEIANNSLLTPLDG 

APNFVWSPVVDGTSGFLPRVPLEERKQGRFDALPLLAGVTHDEGSQVLLS 

NLARWEERRFRIKDFTDAVVRRTIGNFLNSEKVFRFQTTSEELYTRYTWW 

PNMANNSARWENMVALISDYVINSPLDTVLRFHASSNPKTYFYEFAYLSP 

NDTLRTPERGVYHGAEQPFLFGFPFLDVEFWQRYFGSKDLPRLANRTYFY 

PHDTNVSEWVMQAWTNFAKYGYVI 

 

Figura 39. SMART BLAST de la secuencia 4. 

 

           Con base en los resultados del SMART BLAST, se determinó que para 

fines de estre trabajo, las secuencias 2 y 3 no son relevantes, ya que presentan 

funciones más cercanas a las acetilcolinesterasas.  

 

7.9.3 Análisis de la secuencia BN1106_s4004b000028g 

           Según lo indicado en el reporte de secuenciación, esta secuencia presentó 

homología con las carboxilesterasas responsables de la ecdisis en Opistorchis 

viverrini (tremátodo). 

           Además en el reporte nos proporciona cuál es su expresión diferencial en 

las cuatro muestras. Se observa que en la muestra de F. hepatica en fase adulta 

tratada con TCBZ, no está presente esta carboxilesterasa (Figura 40). 
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Figura 40. FPKM de la secuencia BN1106_s4004b000028g. Donde las muestras son: FJ, F. 

hepatica en fase juvenil sin tratamiento; FST, F. hepatica fase adulta sin tratamiento; FT, F. 

hepatica fase adulta tratada con TCBZ; FT2, F. hepatica fase adulta tratada con albendazol. 

 

7.9.3.1 Caracterización de la esterasa BN1106_s4004b000028g 

           En el  sitio https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_toolTheoretical  se 

calculó un punto isoeléctrico  de 7.20 y una masa molecular de 48.248 kDa para la 

secuencia BN1106_s4004b000028g. 

           En los zimogramas elaborados, es posible observar una banda en el rango 

de 50 kDa con un muy bajo nivel de expresión. 

 

7.9.3.2 Análisis del número GO de la esterasa BN1106_s4004b000028g 

           El reporte otorga el número GO: 0016020//membrane, el sitio 

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016020, lo define como componente de 

la membrana (Figura 46). Además de que comparte el número GO: 

0016021//integral component of membrane con respecto a la CE 

BN1106_s80B000525, que está definido como un componente de la membrana 

(Figura 41).  
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Figura 41. Reporte del número GO de la carboxilesterasa BN1106_s4004b000028g. 

 

7.9.3.3 Análisis de dominios de la esterasa BN1106_s4004b000028g 

           La secuencia BN1106_s80B000028g de 424 AA contiene los siguientes 

dominios: 

1. AA 1-125, 168-421 Alfa-Beta hidrolasa 

2. AA 16-181, 172-421 Carboxilesterasa tipo B 

 

Figura 42. Resultado del análisis de dominios en InterPro de la carboxilesterasa 

BN1106_s4004b000028g. 

 

           Asimismo, esta secuencia carece de dominios transmembranales, lo que 

quiere decir que circula libremente en los tejidos y/o el interior de las células. 

Presenta los dominios alfa-beta hidrolasa y los que la identifican como una 

esterasa B. 
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           Para fines del proyecto nos enfocamos en la secuencia 

BN1106_s80B000525g para analizar el fenómeno de la resistencia y establecer 

algún método de detección. 

 

7.9.4 Análisis de la secuencia BN1106_s80B000525g  

           El reporte muestra que esta secuencia muestra homología con una 

carboxilesterasa previamente reportada de O. viverrini. Además, se indica cuál es 

su expresión (fragmentos existentes por millón de kilobases) en cada una de las 

muestras enviadas a secuenciar, dicha expresión se presenta en la siguiente 

gráfica: 

 

 

Figura 43.  FPKM de la secuencia BN1106_s80B000525g. Dónde las muestras son: FJ, F. 

hepatica en fase juvenil sin tratamiento; FST, F. hepatica fase adulta sin tratamiento; FT, F. 

hepatica fase adulta tratada con TCBZ; FT2, F. hepatica fase adulta tratada con albendazol. 

 

7.9.4.1 Caracterización de la esterasa BN1106_s80B000525g 

           En el  sitio https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_toolTheoretical se 

calculó un pI 5.79 y una masa molecular de 83.567 kDa para esta esterasa. Si 

consideramos las modificaciones postraduccionales que pudiera tener, es 

consistente con los pI de 5.1 y 6.0 y la masa de la carboxilesterasa de 85 kDa 
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identificada en los zimogramas hechos previamente durante el desarrollo de este 

proyecto. 

 

7.9.4.2 Análisis del número GO de la esterasa BN1106_s80B000525g 

           El reporte otorga el número GO:0016021//integral component of membrane, 

el sitio QuickGo, lo define como un componente de membrana, lo que quiere decir 

que contiene un péptido de anclaje a la membrana celular. 

                                                     

                    Figura 44. Reporte del número GO de la secuencia BN1106_s80B000525g. 

 

7.9.4.3 Análisis de dominios de la esterasa BN1106_s80B000525g 

           La esterasa BN1106_s80B000525g de 735 AA se sometió a análisis de 

dominios en el sitio https://www.ebi.ac.uk/interpro/ InterPro, el análisis nos arrojó 

que  contiene los siguientes dominios: 

1. AA 141-184, 214-281 Alfa-Beta hidrolasa 

2. AA 197-681 Carboxilesterasa tipo B 

3. AA 1-73 Dominio citoplasmático 

4. AA 93-735 Dominio no citoplasmático 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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5. AA 172-672 Carboxilesterasa 

6. AA 73-93 Hélice transmembranal 

7. AA 74-95 Péptido transmembranal 

 

Figura 45. Resultado del análisis de dominios en InterPro. 

 

           La predicción de dominios nos indica que esta es una proteína con función 

de hidrolasa, cuya estructura es homóloga a la carboxilesterasa tipo B, además 

está anclada a la membrana mediante 73 aa en el citoplasma y un péptido 

transmembranal de 21 aminoácidos, mientras que el resto de la proteína es 

extracelular (Figura 46). Además, se realizó un análisis de los dominios en 

https://www.genome.jp/kegg/  KEGG, dando como resultado lo siguiente:   

https://www.genome.jp/kegg/
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Figura 46. Posible estructura de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g. Se representa cómo 

podría estar formada la esterasa, además de presentarse la posible función de los dominios que la 

conforman, según el número KEGG. 

 

7.9.4.4 Predicción de estructura 3D de la carboxilesterasa 

BN1106_s80B000525g 

El sitio http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4ubj/portfolio/?view=entry_index#ad-

image-2  predice una estructura 3D, semejante a la carboxilesterasa B de Lucilia 

cuprina, que tiene capacidad de hidrolizar pesticidas y ligandos fosfodiester, 

además de xenobióticos carboxiester. 

AA 93-735 Dominio no citoplasmático contiene la actividad enzimática 

el No KEGG K03927 indica que está involucrada en el metabolismo de 

diferentes drogas. 

AA 73-93 Hélice transmembranal 

AA  1-73 Dominio citoplasmático 

KEGG K01050 Indica que este dominio interacciona con enzimas de la 

mitocondria como CYP450 mediante señalización. 

http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4ubj/portfolio/?view=entry_index#ad-image-2
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4ubj/portfolio/?view=entry_index#ad-image-2
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Figura 47. Predicción de la estructura 3D de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g. 

 

7.10 Detección de carboxilesterasas por PCR punto final 

           Para lograr detectar la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g se utilizaron 

tres pares de oligonucleótidos en la reacción de PCR, que están descritos en la 

Tabla 18, con la finalidad de encontrar aquellos que fueron los óptimos para la 

detección. 

 

Tabla 18. Secuencia de los oligonucleótidos para la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g. 

Par Clave del Oligo Secuencia 

1 FoFaCe1 CGGGTCCAAGCAAGGATGAG 

ReFaCe1 AAGCGATCTCACGTGTTCCA 

2 FoFaCe2 GTCCAAGCAAGGATGAGGAG 
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ReFaCe2 AGGTCGCTTCAAGTGATGGC 

3 FoFaCe3 CAGCCCAGAAGAATGGGACG 

ReFaCe3 CAGACCCTCCTCAGAAATCCAC 

 

           Una vez terminados los ciclos de PCR, se preparó un gel de agarosa al 

10% y se corrieron las muestras durante 1:30 horas a 100 V. Después se visualizó 

el gel en transiluminador, obteniendo la imagen que se presenta a continuación: 

 

 

Figura 48. Electroforesis de las muestras de cDNA y DNA genómico de F. hepatica. 

Gel de agarosa al 10% donde se observan los productos de PCR realizados a partir de las 

muestras de cDNA y DNA genómico de F. hepatica que amplificaron la carboxilesterasa 

BN1106_s80B000525g. 

 

           Como se puede apreciar en la Figura 48, solo se pudo visualizar la esterasa 

en aquellas muestras en las que se utilizó cDNA. Por tal motivo se recurrió a hacer 

un análisis de intrones y exones para ver si ese era el motivo por el cual la 

esterasa no pudo ser observada en las muestras de DNA genómico de F. 

hepatica. 

Carril 1: Marcador de 1kb DNA ladder Sigma  

Carril 2: C1, cDNA  con oligos CE 1 

Carril 3: C2, cDNA  con oligos CE 2 

Carril 4: C3, cDNA  con oligos CE 3 

Carril 5: G1, DNA Genómico con oligos CE 1 

Carril 6: G2, DNA Genómico con oligos CE 2 

Carril 7: G3, DNA Genómico con oligos CE 3 
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7.10.1 Análisis de exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g 

           Con el objetivo de realizar el análisis de intrones y exones de la 

carboxilesterasa BN1106_s80B000525g, se realizó la búsqueda de esta en 

algunos trabajos de genoma completo de F. hepatica ya reportados en las bases 

de datos.  

Al buscar la carboxilesterasa en el proyecto “Fasciola hepatica genome assembly 

Fh_reapr10kb, contig contig_4086, whole genome shotgun sequence. 

ID: CDMT01004086.1” de Liverpool, se encontró que está formada por dos exones 

y un intron, el cual se encuentra en medio de los exones y tiene un tamaño de 

20,084 pb (Figura 49). 

 

Figura 49. Análisis de exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g en un proyecto de 

genoma completo de F. hepatica de Liverpool, Reino Unido. 

 

En una segunda búsqueda de la carboxilesterasa en el proyecto ”Fasciola 

hepatica F_hepatica-1.0_Cont32.20, whole genome shotgun sequence. 

ID: JXXN01001140.1” , se encontró que sólo contiene un exón de 1,864 pb (Figura 

50). 
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Figura 50. Análisis de exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g en un proyecto de 

genoma completo de F. hepatica de Oregon, EUA. 

 

Finalmente se realizó una tercer búsqueda en el proyecto “Fasciola hepatica strain 

Shrewsbury genome assembly, contig: contig_58221, whole genome shotgun 

sequence. ID: OMOY01058219.1”. Se localizaron, de nueva cuenta, dos exones y 

un intrón de 19,403 pb (Figura 51).  

 

Figura 51. Análisis de exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g en un proyecto de 

genoma completo de F. hepatica de Liverpool, Reino Unido. 

 

Una vez finalizado el análisis de los exones, se tomó la secuencia 

BN1106_s80B000525g y se localizaron ambos exones (Figura 52). 
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Figura 52. Localización de exones en la secuencia BN1106_s80B000525g. La parte subrayada en 

color amarillo corresponde al exón 1. La parte sin subrayar corresponde al exón 2.  

 

A partir de esa localización, se procedió nuevamente a diseñar dos pares de 

oligonucleótidos para poder identificar ambos exones por PCR en el DNA 

genómico. 
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Figura 53. Diseño de oligonucleótidos para detectar los exones en el DNA genómico. 

 

           Los oligonucleótidos que se diseñaron fueron dos pares del oligonucleótido 

antisentido para detectar el exón 1 y dos pares del oligonucleótido sentido para 

detectar el exón 2 (Tabla 19). 
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Tabla 19. Oligonucleótidos diseñados para detectar los exones de la carboxilesterasa 

BN1106_s80B000525g. 

Exón  Clave del Oligo Secuencia 

1 Re1Ex1 CTCTCCTCCGACCATCAAATTC 

Re2Ex1 TCCAGACCACTGGATGAAAGTAG 

2 Fo1Ex2 TCCCGTTCGCTATTCAGTCATG 

Fo2Ex2 TTTGGTTGGCGGATGGATCC 
 

Además se utilizaron dos pares de los oligonucleótidos anteriores para usarlos 

como oligos sentido y antisentido  de los exones (Tabla 20). 

 

Tabla 20. Oligonucleótidos que se utilizaron para la detección de exones. Los oligosnucleótidos 

FoFaCe1 y FoFaCe2 servirán como oligonucleótido 5’ para el exón 1. Los oligonucleótidos 

ReFaCe1 y ReFaCe2 serán los oligonucleótidos 3’ para el exón 2. 

Par Clave del 
Oligo 

Secuencia 

1 FoFaCe1 CGGGTCCAAGCAAGGATGAG 

ReFaCe1 AAGCGATCTCACGTGTTCCA 

2 FoFaCe2 GTCCAAGCAAGGATGAGGAG 

ReFaCe2 AGGTCGCTTCAAGTGATGGC 
 

Se hicieron las mezclas de los oligonucleótidos para llevar a cabo la identificación 

de los exones por PCR. Las mezclas se describen en la Tabla 21. 
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Tabla 21. Claves de los oligonucleótidos utilizados en PCR punto final para detectar los exones en 

el DNA genómico de F. hepatica. Los primero cuatro pares corresponden al exón 1, mientras que 

los últimos cuatro son para el exón 2. 

Exón Clave Oligo FW Oligo RV 

1 Re11 FoFaCe1 Re1Ex1 

1 Re12 FoFaCe2 Re1Ex1 

1 Re21 FoFaCe1 Re2Ex1 

1 Re22 FoFaCe2 Re2Ex1 

2 Fo11 Fo1Ex2 ReFaCe1 

2 Fo12 Fo1Ex2 ReFaCe2 

2 Fo21 Fo2Ex2 ReFaCe1 

2 Fo22 Fo2Ex2 ReFaCe2 
 

 

7.11 Detección de los exones de la carboxilesterasa por PCR 

BN1106_s80B000525g 

 

           Una vez finalizados los ciclos de PCR, se preparó un gel de agarosa al 10% 

y se corrieron las muestras durante 1:45 horas a 100 V. Después se visualizó el 

gel en transiluminador y se obtuvo lo mostrado en la Figura 54. 
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Figura 54. Electroforesis de las muestras de DNA genómico de F. hepatica. Gel de agarosa al 10% 

donde se observan los productos de PCR hechos a partir de las muestras DNA genómico de F. 

hepatica que amplificaron los exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g. 

 

7.12 Detección del exón 1 de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g en F. 

hepatica provenientes de distintos hospederos 

 

           Los primers del exón 1 se compartieron con colaboradores de Argentina  

(Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires con sede en 

Tandil), quienes pudieron detectarlo en diferentes hospederos (Figura 54). 

Además, enviaron algunos de sus amplicones para ser secuenciados y 

analizados. 

Carril 1: DNA Genómico con oligos Re22 

Carril 2: DNA Genómico con oligos Re21   

Carril 3: DNA Genómico con oligos Re12 

Carril 4: DNA Genómico con oligos Re11 

Carril 5: DNA Genómico con oligos Fo22 

Carril 6: DNA Genómico con oligos Fo21   

Carril 7: DNA Genómico con oligos Fo12 

Carril 8: DNA Genómico con oligos Fo11 

Carril 10: Marcador de 1 kb DNA ladder 

Sigma 
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Figura 55. Electroforesis de las muestras de DNA genómico de F. hepatica extraídas de diferentes 

hospederos.  El exón 1 fue localizado en los cuatro hospederos burro (carril1), bufalo (carril 2), 

ovino (carril 3) y bovino (carril 4). 

 

           Las secuencias obtenidas indicaron que la mitad de los parásitos aislados 

de diferentes hospederos presentan una sustitución funcional en el aminoácido 

215 de K a E, lo cual implica un cambio de un aminoácido ácido a uno básico 

(Figura 56).  

 

CE              DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro7          DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro9          DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro10         DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro12         DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro14         DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro15         DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI  

Burro13         DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro17con      DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro19         DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Burro8          DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

PIS92016.1      DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

Ovino           DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

                **************:*********************************** 

Figura 56. Alineamiento de las secuencias de los aminoácidos del exón 1 de muestras de DNA 

genómico de F. hepatica provenientes de diferentes hospederos. 
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El programa COACH de predicción de sitios activos en 

zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COACH/, localiza la substitución E-K en el sitio 

activo de la enzima (Figura 57) y predice que tiene la capacidad de hidrolizar 

esteres de diversos ligandos. 

  

Figura 57. Cambio del aminoácido E-K en el sitio activo de la carboxilesterasa 

BN1106_s80B000525.  

            Además, se revisó el historial de tratamiento antihelmíntico de estos 

animales, para correlacionar la substitución con el fenotipo de la resistencia. Se 

encontró que el burro 21 (Figura 58) es el primer caso confirmado de burros con 

Fasciolas resistentes. 

>Burro21CEcompleto 

MGLKEGASRATVGQSADEPPGPSKDEENEMPLADGSDDPNVLHVRNYMSL 

NSLLPSPEEWDEICHRQKMERIRFLVGVSITYLVLWVAHAPVAIWKTWSL 

QNNAELKRLLSDRPGLGQPLPPNCIVTKCAALCPEPSDTKDWYTLFRIPY 

ATLPQQSSYFAAATYPFTFKECYLAYWHGVAKEKRRFIDGQIRFIGREAN 

DDGSECAQLKNKKGKLVPANKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPI 

VAYIGGSYLMNHRPQLPSPKMVADLRVLYVAISYRLGVFGFSDFGIDGAG 

PNHGVSDVREALIWIQEHAHRFGGDPSRVMLYGENSGATIAAALLSSSGL 

ENLMVGGESRSLFSHVWLADGSVVIPDVPDSQDAFQQLVLNDPYLADECK 

KWVQKSAKHAHMDRSHPLARMYECLHDMTVQQWLQKTPLAWQDSRTADTTL 

LPQAHEMRTSLIKRDLENSLVENPLGMLHPKATGWTHSIRDMPLVVFSSM 

NYAYDQFGNQNSSDHWNLEETEQKLRNALNSFRKPTSQLPYADAMWNAYQ 

GYLRNLIAWRRDDQAPEEINYRNFYDVIRGDLRGACPYNLYAKHLQLGRY 

IMVNPIYRILNRIQVQPYVDADGARCDVPFFLIDEHFYCGEGTRPLYEAL 

EPEQKEVLVRAFVQFAYYGSILGAREMQYPLSSDMPSLEATYNILTEMG 

LTTAGTREIAFLKACQMWISEEGLFEHVMKYAQMN 

Figura 58. Secuencia de la carboxilesterasa en el burro 21. Es el primer caso confirmado de burros 

con F. hepatica resistente a los antihelminticos , en color rojo se puede observar el aminoácido K 

que es el fenotipo resistente. 
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           Una vez obtenida esta información, y con los resultados de la 

secuenciación de los amplicones del exón 1 del grupo de animales analizados, se 

pudo hacer una correlación para saber cuáles son susceptibles y/o resistentes 

(Tabla 22). 

 

Tabla 22. Relación de burros analizados para determinar la resistencia. Se tomo la secuencia en 

donde se encuentra la mutación para determinar cuáles eran las resistentes y cuáles las 

susceptibles. 

 

 Estos resultados, al compararlos con la carboxilesterasa detectada en nuestro 

análisis, coinciden ya que el parásito que se utilizó para este estudio presenta 

susceptibilidad a los antihelmínticos y además tiene el aminoácido E (contrario al 

resistente que presenta el aminoácido K). 

 

7.13 Detección del exón 1 mediante qPCR 

        Debido a que la carboxilesterasa detectada tiene un intrón de un tamaño 

considerable, se procedio a detectar únicamente el exón 1 de la misma.  

Se utilizó el par de oligonucleotidos mostrados a continuación: 

 

 

 

 

Animal Secuencia Nucleótidos  Cambio 
de 

base 

Número 
de base 

Aminoácidos Cambio de 
aminoácido 

Resistente o 
Susceptible 

Burro 7 17852.F007 AAGGGTGAATTGGTT GAA 555 KGELV E Susceptible 

Burro 8 17853.F008 AAGGGTAAATTGGTT AAA 555 KGKLV K Resistente 

Burro 10 17854.F010 AAGGGTRAATTGGTT RAA 555 KGXLV X Resis/Suscep 

Burro 12 17856.F012 AAGGGTRAATTGGTT RAA 554 KGXLV X Resis/Suscep 

Burro 13 17857.F013 AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente 

Burro 14 17858.F014 AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente 

Burro 15 17859.F015 AAGGGTGAATTGGTT GAA 555 KGELV E Susceptible 

Burro 19 17862.F019 AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente 

Burro 21 17863.F021 AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente 

Ovino 17864.F002 AAGGGTAAATTGGTT AAA 554 KGKLV K Resistente 
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Tabla 23. Oligonucleotidos utilizados en el ensayo de PCR tiempo real. 

Clave del Oligo Secuencia 

FoFaCe1 CGGGTCCAAGCAAGGATGAG 

Re1Ex1 CTCTCCTCCGACCATCAAATTC 
 

Se utilizaron muestras de cDNA y DNA genómico de F. hepatica con una 

concentración de aproximadamente 100 ng/ μl , además de un control negativo. 

 

        Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 59, en donde se puede 

observar que las muestras con cDNA y gDNA (líneas de color azul y color verde, 

respectivamente) empezaron a amplificar a partir del ciclo 20, pero también se 

pudo observar que el control negativo (línea de color rojo) empezó su fase 

exponencial a partir del ciclo 28. 

 

 

 

                                                                           

Figura 59. Resultados del primer ensayo de PCR tiempo real utilizando muestras de cDNA y gDNA 

de F. hepatica.La línea de color azul representa la muestra de cDNA de F. hepatica, la línea de 

color verde la muestra con gDNA y la línea de color rojo el control negativo (muestra con agua). 
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Para descartar la presencia de DNA en la muestra con el control negativo, una vez 

finalizada la reacción de PCR, se corrió un gel de agarosa para visualizar los 

resultados de la amplificación. El resultado obtenido y representado en la Figura 

60 nos muestra que para las muestras con cDNA y gDNA sí se obtuvo el amplicon 

esperado, mientras que en el control negativo no se pudo observar dicho 

amplicon, lo que nos podría estar indicando la formación de dimeros los cuales 

pueden ser detectados con el SYBR GREEN. 

  

                                

Figura 60. Electroforesis de las muestras de cDNA y DNA genómico de F. 

hepatica. 

 

Se realizó un segundo ensayo, esta vez colocando cada muestra por triplicado,  y 

conservando la programación del termociclador. En este ensayo se pudo observar 

de nueva cuenta el control negativo pero en esta ocasión la fase exponencial 

empezó después del ciclo 30. 

Carril 1: Marcador GeneRuler 100 pb DNA ladder  

Carril 2: cDNA   

Carril 3: gDNA   

Carril 4: Control negativo 

Carril 5: Marcador de 1kb DNA ladder Sigma 

1                       2    3    4    5 

1                     2   3   4    5 
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   Figura 61. Resultados del segundo ensayo de PCR tiempo real utilizando muestras de cDNA y 

gDNA de F. hepatica.Las lineas de color rojo representan la muestras de cDNA de F. hepatica, la 

líneas de color verde las muestras con gDNA y las líneas de color negro el control negativo 

(muestras con agua). 

 

Se realizó un último ensayo conservando todas las condiciones experimentales. 

En este ensayo se pudo observar de nueva cuenta el control negativo y al igual 

que el ensayo anterior la fase exponencial empezó después del ciclo 30. 
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Figura 62. Resultados del tercer ensayo de PCR tiempo real utilizando muestras de cDNA y gDNA 

de F. hepatica.Las lineas de color azul representan la muestras de cDNA de F. hepatica, la líneas 

de color rosa las muestras con gDNA y las líneas de color negro el control negativo (muestras con 

agua). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Número de ciclos 

In
te

n
s
id

a
d

 d
e

 l
a

 f
lu

o
re

s
c
e
n

c
ia

  



103 
 

8. Discusión 

Las enzimas metabolizantes de xenobióticos son la primera línea de defensa de 

cualquier organismo expuesto a un ambiente tóxico, es por esto que todo esfuerzo 

encaminado al estudio del fenómeno de resistencia a los antihelmínticos en los 

diferentes trematodos parásitos, debe de iniciar por entender cómo se expresan 

diferencialmente las EMXs en parásitos sometidos a diferentes tratamientos. En el 

presente trabajo nos hemos concentrado en identificar, mediante un análisis 

transcriptómico comparativo, al grupo de EMXs que incluye las carboxilesterasas 

que pudiesen estar involucradas de manera directa y/o indirecta en la degradación 

de los antihelmínticos  y/o en la reparación del daño ocasionado por los diferentes 

químicos a nivel celular y molecular, representando un aspecto poco comprendido 

de los helmintos. Lo anterior, a pesar de que el fenómeno de la resistencia implica 

altos costos operativos y pérdida del control sobre la incidencia de la enfermedad 

en animales y humanos, por lo que nuestro análisis pretende llenar el vacío que 

hay actualmente. Existen pocos reportes en la literatura científica sobre el posible 

papel de esterasas en la resistencia de F. hepatica a productos antihelminticos, 

atribuyendo a este grupo de EMXs parte del efecto neutralizador a la degradación 

hidrolítica que estas enzimas ejercen sobre la estructura química de los diferentes 

productos antiparasitarios (Gimenes-Pardo et al  2004., Echevarria et al 1999).   

 

           Nuestro estudio sugiere que existen diferencias en los niveles de expresión 

de al menos cuatro mRNA de carboxilesterasas presentes en el transcriptoma de 

F. hepatica sometidas a tratamiento antihelmíntico, estas diferencias incluidas en 

el reporte del transcriptoma, se pueden interpretar como una respuesta del 

sistema EMXs de los parásitos para neutralizar el efecto tóxico de los 

antiparasitarios. La inducción de las carboxilesterasas en F. hepatica  sometidas a 

TCBZ ha sido previamente demostrada experimentalmente por nuestro grupo de 

investigación y el presente análisis lo confirma (Scarcella et al 2012). Para nuestro 

análisis seleccionamos solo aquellas carboxilesterasas que mostraran cierta 

identidad con aquellas previamente reportadas en los bancos de secuencias de 

genes y, que adicionalmente mostraran su participación en el sistema EMXs, por 



104 
 

lo que dos carboxilesterasas que se identificaron como colinesterasas fueron 

descartadas para análisis porteriores (Tabla 15). De entre estas carboxilesterasas 

una se identificó como BN1106_s80B000028g, la cual tiene un marco de lectura 

abierto de 424 aminoácidos y al realizar el análisis de dominios se observó que 

carece de dominios transmembranales (Figura 42), lo que sugiere que circula 

libremente en los tejidos y/o el interior de las células. Además presenta los 

dominios de alfa-beta hidrolasa y los que la identifican como una esterasa B. Sin 

embargo, mostró homología con una esterasa responsable de la ecdicis en el 

trematodo parásito Opisthorchis viverrini, por lo que asumimos que su función en 

F. hepatica debe de ser la misma y no puede ser tomada en cuenta para el 

análisis de susceptibilidad a los antihelminticos.  

           La segunda esterasa identificada como BN1106_s80B000525g exhibe un 

marco de lectura abierto de 735 aminoácidos y al realizar la predicción de 

dominios nos indicó que es una proteína con función de hidrolasa, cuya estructura 

es homóloga a la carboxilesterasa tipo B. Posee 73 aminoácidos localizados en el 

citoplasma y está anclada a la membrana mediante un péptido transmembranal de 

21 aminoácidos, el resto de la proteína es extracelular (Figura 45). Además, el 

análisis bioinformático mediante InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) sugiere 

que su función es de hidrolizar ésteres en compuestos xenobióticos, como un 

componente integral de la membrana (Figura 44). El mismo algoritmo nos sugiere 

que la masa molecular teórica de la esterasa BN1106_s80B000525g  es de 83.57 

kDa, la cual se aproxima a la masa molecular de 85 kDa de la enzima dominante 

que se observa en los zimogramas de los extractos de parásitos que se trabajan 

rutinariamente en nuestro laboratorio. No obstante, acorde a nuestros 

zimogramas, la esterasa de 85 kDa muestra múltiples isozimas con la misma 

masa pero diferente Rf cuando las enzimas se someten a PAGE nativo en 

diferentes etapas de desarrollo del parásito (Figura 20). Nosotros hipotetizamos 

que los resultados obtenidos de la predicción bioinformática respecto a la esterasa 

de 83-85 kDa representan la misma enzima y las diferentes isozimas se explican 

por el proceso de síntesis. En este proceso, el complejo  ribosoma-mRNA se ubica 

alrededor del retículo endoplásmico, de manera que la proteína madura va 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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pasando por las múltiples membranas del retículo endoplásmico y adquiere 

modificaciones por glicosilación en el proceso, sí esta glicosilación es diferente en 

cada órgano del parásito, el resultado será una isozima diferente para cada 

órgano y el extracto de adulto muestra un mayor número de isozimas porque tiene 

mas órganos que el juvenil y esa es la razón por la que los adultos del parásito 

presentan una mayor cantidad de isozimas (Figura 20). Durante el procesamiento 

de las imágenes de zimogramas, encontramos que el análisis densitométrico de 

las diferentes isozimas separadas por PAGE nativo, muestra que las dos fases de 

desarrollo analizadas pueden distinguir no solo el número de isozimas presentes, 

sino también los niveles catalíticos de cada isozima medidos por densidad óptica, 

dándonos un parámetro cuantitativo del que carecen los zimogramas solos, esto 

es útil en el diseño de posteriores ensayos bioquímicos de identificación de 

resistencia en el parásito que podrían ser explorados en estudios futuros (Figura 

22). Al determinar el punto isoélectrico de la esterasa  BN1106_s80B000525g, se 

encontró que las diferentes isozimas se encontraban entre un rango de pH de 4.6 

a 6.2, lo cual también se explica por las modificaciones post-traduccionales que 

pudiera tener en los diferentes órganos del parásito, aún asi los valores 

experimentales son aproximadamente consistentes con el cálculo del punto 

isoélectrico  teórico que fue de 5.79, pero no tomando en cuenta que las 

glicosilaciones, fosforilaciones y acetilaciones post-traduccionales alteran este 

valor (Figura 23). 

 

           El objetivo de este estudio es proponer procedimientos que constituyan un 

ensayo de diagnóstico de resistencia antihelmíntica en F. hepatica. Para lograr 

este objetivo, se diseñaron diferentes juegos de oligonucleótidos que pudiesen 

funcionar para amplificar la secuencia de la esterasa BN1106_s80B000525g por 

medio de la técnica de fpPCR, RT-PCR y qPCR en muestras de ácidos nucléicos 

provenientes de parásitos aislados en campo, el RNA fue convertido a cDNA 

mediante reacción por retrotranscriptasa y junto con el gDNA se usaron como 

punto de partida en un procedimiento de amplificación. Los resultados muestran 

que, únicamente es posible detectar aquellos transcritos de la carboxilesterasa 
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BN1106_s80B000525g a partir de cDNA de extractos de F. hepatica adulta pero 

no en las muestras de gDNA. Por tal motivo se realizó el análisis de exones e 

intrones de la esterasa  BN1106_s80B000525g, este análisis nos sirvió para saber 

que la esterasa estaba conformada por dos exones (1282 pb y 1864 pb) y en 

medio de estos se encontraba un intrón, de aproximadamente 19000 a 20000 pb, 

que estaba interfiendo en la deteccción en las muestras de DNA genómico 

mediante fpPCR(Figura 49 y Figura 51). A su vez, este análisis mostró que la 

esterasa  BN1106_s80B000525g se encontraba completa en proyectos de 

ensamble del genoma de F. hepatica de Inglaterra (I.D.CDMT01004086.1, I.D. 

OMOY01058219.1)  lo que sirvió para rediseñar los oligonucleótidos y poder usar 

el gDNA en nuestros procedimientos de PCR(Figura 53).Una vez rediseñados lo 

oligonucleótiodos , ambos exones de la la esterasa  BN1106_s80B000525g fueron 

detectados por medio de fpPCR en las muestras de DNA genómico de F. hepatica 

(Figura 53).  

Debido a que es necesario aplicar nuestro ensayo de PCR a muestras de 

parásitos provenientes del campo en zonas endémicas con fuertes problemas de 

resistencia al TCBZ, los oligonucleótidos utilizados para la detección del exón 1 

(1282 pb) fueron proporcionados a los colaboradores de Argentina, para el análisis 

de gDNA en parásitos provenientes de diferentes hospederos y ellos a su vez nos 

enviaron sus amplicones para realizar la secuenciación y el análisis de los 

resultados (Figura 55), encontramos que la mitad de las muestras 

consistentemente mostró alelos en el nucleótico 645 al cambiar de A a G, e 

incluso algunas muestras mostraron heterocigosis con picos de ambos nucleótidos 

de las mismas dimensiones en el cromatograma de las secuencias en la posición 

645. Al buscar los marcos de lectura abiertos y el alineamiento de las secuencias 

enviadas desde Argentina, se observó que los alelos del nucleótido 645 codifica el 

codón 215 y este cambio de A a G origina una substitución funcional en el 

aminoácido 215 cambiando de K a E, esta es una substitución funcional 

significativa ya que cambia de acido a básico (Figura 56). El programa 

COACH3DCE predice que esta substitución se encuentra en el sitio activo de la 
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enzima, por lo que consideramos que este hallazgo debe seguirse evaluando 

como potencial marcador de resistencia al TCBZ en F. hepatica (Figura 57). 

           También se pudo confirmar mediante los registros de tratamientos de 

animales en Argentina, que la variación del aminoácido K está presente en los 

parásitos resistentes, mientras que la E se encuentra en aquellos susceptibles a 

las formulaciones antihelmínticas. Un análisis mas profundo de los resultados de 

secuenciación de los amplicones muestran que algunas muestras de parásitos 

provenientes de campo tienen ambos alelos, lo que intrepretamos como 

heterocigosis, lo que quiere decir que Fasciola hepatica es un organismo diploide 

y tiene un par de cada cromosoma, esto quiere decir que al menos existen dos 

copias de la CE525 y en los parásitos heterocogóticos una copia es K215 y en otra 

es E215. Esto es algo que podría ser relevante en la forma en que se hereda la 

resistencia antihelmíntica en F. hepatica. Estos datos también sugiereN que la 

resistencia antihelmíntica podría ser un fenómeno de tres niveles de resistencia-

susceptibilidad, el cual implicaría que las fasciolas homocigóticas E215 son 

susceptibles mientras que las heterocigóticas E215/K215 son moderadamente 

resistentes y finalmente los parásitos homocigóticos K215 son altamente 

resistentes. Esto es consistente con lo que se ha observado durante años en el 

campo, ya que los ganaderos han reportados la resistencia antihelmintica como 

moderada o severa. 

           La metodología de PCR-secuenciación hasta aquí descrita, tiene una gran 

ventaja sobre el sistema tradicional de diagnóstico de resistencia y deberá ser 

estudiada a profundidad sobre poblaciones de trematodos provenientes de campo. 

Esta metodología puede proporcionar resultados en días en lugar de semanas, 

solo requiere pequeñas cantidades de muestras provenientes de cepas de 

referencia y poblaciones de campo, que pueden ser congeladas por tiempo 

indefinido para ser procesadas en el momento más oportuno, razones por las 

cuales abatiría los elevados costos del diagnóstico que actualmente se hace. Por 

todo lo anterior, creemos que podría ser una buena alternativa de procedimiento 

para diagnosticar resistencia antihelmintica en muestras provenientes de campo. 
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Finalmente se realizaron ensayos de qPCR para ver si era posible realizar la 

detección del exón 1. Se puso observar que el exón 1 fue detectado en los tres 

esayos a partir del ciclo 20 aproximadamente; pero se observa que los controles 

negativos amplifican a partir del ciclo 30. Al correr un gel de agarosa para verificar 

la amplificación del control negativo, no fue posible visualizar un amplicon del 

tamaño esperado y solo se formaron dímeros entre los oligonucleotidos y que al 

utilizar SYBR GREEN llegar a ser detectados ya que este reactivo reconoce 

cuanquier unión de DNA de doble cadena aunque no sean específicos, esto es 

facilmente superable modificando las condiciones de mayor astringencia del PCR 

y cortando la obtención de datos a menos de 30 ciclos. También es posible hacer 

un nuevo diseño de oligonucleotidos para detectar un fragmento del exón 1, con 

un análisis más detallado de los oligonucleotidos excluyendo homodimeros y 

heterodimeros mediante condiciones de PCR mas astringentes, para poder tener 

una mejor optimización de la técnica. Este nuevo procedimiento implicaría hacer 

un oligonucleótido iniciador de PCR que reconozca los nucleótidos adyacentes al 

A/G 645 de manera que reconozca que tipo de alelo tiene la muestra analizada. 
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9. Conclusiones 

En el análisis del transcriptoma de cuatro tratamientos distintos de Fasciola 

hepatica se identificaron 30,105 genes, de los cuales 28,669 son genes conocidos 

y 1,237 genes son nuevos o con una función desconocida. Al enfocarnos 

únicamente en aquellos genes que tuvieran actividad de carboxilesterasa, 

detectamos cuatro secuencias de genes con esta función enzimática. De las 

cuatro secuencias de genes de carboxilesterasas que fueron analizadas por 

procedimientos bioinformáticos, sólo una carboxilesterasa identificada como 

CE525, demostró tener capacidad de metabolizar drogas como los antihelmínticos 

y pesticidas, acorde a la ontología y ortología empleada durante el procedimiento 

bioinformático. La CE525 muestra un ORF de 735 aminoácidos y un dominio 

citoplasmático al que el algoritmo Interpro le asignó un No Kegg K01050 que 

acorde al sitio KEGG interacciona con otras EMXs, particularmente P450 que ha 

sido reportada como una proteína involucrada en la resistencia 

antihelmíntica.También se encontró una hélice transmembranal, lo que implica que 

muy probablemente está anclada a las membranas celulares,así como un dominio 

extracelular que contiene la función enzimática. Este dominio con actividad 

enzimática tiene un Kegg K03927 que le asigna una función metabolizante de 

drogas y pesticidas semejantes a carboxilesterasas previamente reportadas como 

involucradas en la resistencia a pesticidas en moscas. 

 

Los datos teóricos de CE525 coinciden en punto isoelectrico y en masa con las 

bandas con actividad enzimática detectadas mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida desnaturalizantes, nativos y de isoelectroenfoque que nos permiten 

identificar el producto de expresión de CE525 mediante procedimientos  de 

zimogramas que pueden ser análisis proteómicos complementarios en el 

diagnóstico de resistencia antihelmíntica mediante procedimiento 

transcriptómicos/genómicos.  

 

El análisis de CE525 en parásitos obtenidos de diferentes hospederos, mediante 

PCR punto final y secuenciación de amplicones, demostró que existen alelos en el 
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nucleótico 645 que cambia de A a G. este alelos modifica el codón 215 en el 

marco abierto de lectura lo que origina una substitución funcional en donde se 

cambia el aminoácido Lisina al Ácido Glutámico, esta substitución es altamente 

significativa ya que se encuentra en el sitio activo de la carboxilesterasa y el 

algoritmo COACH predice una modificación conformacional del sitio activo. 

También se confirmó que aquellos parásitos que tenían el aminoácido Lisina en 

posición 215 de la CE525 son los que presentan resistencia a los antihelminticos. 

 

Nuestros análisis sugieren que CE525 podrá ser utilizada para la detección de la 

resistencia de F. hepatica a los antihelmínticos mediante diagnóstico molecular 

basado en RT-PCR o qPCR complementados con secuenciación y zimogramas, 

estos análisis permiten asociar un polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 645 que origina una substitución funcional en el aminoácido 215 de E a K, 

este análisis que involucra PCR y secuenciación permite identificar aquellos 

parásitos con K215 y de esta menera confirmar la presencia de resistencia al 

TCBZ en fasciola hepatica. Nuestro procedimiento también permite identificar la 

prescencia de heterocigosis/homocigosis en el alelo A/G 645 de la CE525 lo que 

nos permitirá deducir el nivel de resistencia al TCBZ en una muestra en particular 

proveniente de una región específica lo que no mermitirá indicar el nivel de 

resistenca al TCBZ en esa región. 
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11. Apéndices 

 

11.1   Apéndice A: Protocolo Laemmli SDS- PAGE 

 

A continuación se describe el protocolo para elaboración y corrida de geles de 

proteínas de acuerdo a Laemmli usando Miniprotean® II de BioRad. 

Protocolo 

1. Tomar dos espaciadores, un peine, un placa pequeña de vidrio y una 

grande,  

2. Limpiar las placas de vidrio con etanol. 

3. Ensamblar el sándwich, tomar de los bordes inferiores de las placas de 

vidrio y los espaciadores para que estén bien alineados. De lo contrario 

todo se escapará cuando se vierta el gel. 

4. Preparar una solución 10% (p/v) de Amonio Persulfato (APS), dicha 

solución se debe preparar en el instante que se va a utilizar. 

5. Preparar la mezcla del gel separador (al menos 10 ml por gel cuando se 

utilizan espaciadores de  1.5 mm). En la tabla que se presenta a 

continuación se muestran las cantidades necesarias para realizar la mezcla 

del gel separador con respecto al porcentaje del gel. 

 30% acrilamida Buffer I MilliQ 

10% gel 3.3 ml 2.5 ml 4.0 ml 

12% gel 4.0 ml 2.5 ml 3.3 ml 

15% gel 5.0 ml 2.5 ml 2.3 ml 

18% gel 6.0 ml 2.5 ml 1.3 ml 

Tabla 1. Cantidades necesarias para preparar las mezclas de los geles 

separadores, según el porcentaje del gel. 

 

6. Añadir 100 µl de SDS al 10%, 80 µl de APS al 10% y 10 µl de TEMED. 

7. Verter el gel dejando 2 cm libres desde la parte superior de la placa de 

vidrio inferior. Cuidadosamente agregar agua o isobutanol en la parte 

superior para crear la superficie superior lisa. 
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8. Cuando el gel de separación ha polimerizado, preparar la mezcla del gel 

superior (Acrilamida al 3.75 %):  

2.4 ml MilliQ 

1.0 ml Buffer II 

0.5 ml de Acrilamida al 

30% 

40 µl de SDS al 10% 

 Tabla 2. Cantidades necesarias para preparar el gel superior   

 

9. Verter el agua desde la parte superior del gel separador (gel inferior). 

10. Añadir APS y TEMED a la mezcla del gel superior, verter en la parte 

superior y colocar el peine. Tener precaución de no introducir burbujas de 

aire en el gel. Dejarlo polimerizar. 

11. Unir el sándwich del gel al conjunto de electrodos. Engrase las juntas para 

evitar derrames. Si solo se corre un gel, girar la junta desde el otro lado y 

poner el bloque de acrílico. 

12. Verter el running buffer dentro del equipo del gel. El buffer debe cubrir y 

estar en contacto con el gel. Dejar reposar por algunos minutos mientras las 

muestras se preparan para checar si hay fugas. En caso de no existir fugas, 

llenar la cámara exterior con el buffer para cubrir el fondo de los geles. 

13. Preparar las muestras mezclando un volumen de la muestra y un volumen 

del buffer de muestra. Calentar a 95°C por algunos minutos y cargar el gel. 

14. Correr el gel 150 V por 1 hora 20 minutos. 

Soluciones necesarias 

A continuación se presentan las cantidades necesarias para preparar las 

soluciones. 

 Preparación de Buffers  

Buffer I (4x): 1.5 M Tris – HCl pH 8.8  

Buffer II (4x ): 0.5 M Tris – HCl pH 6.8  
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A ambas soluciones se debe añadir 0.4% SDS. Después de añadir el SDS se 

debe ajustar el pH y mantener a temperatura ambiente. 

 Preparación de Running Buffer 5x 

Sustancia Cantidad  

0.125 M 

Trizma 

15.1 g 

0.96 M Glicina 72.0 g 

0.5 % SDS  5.0 g 

Agua Ajustar a 1 litro 

Guardar a temperatura ambiente 

 Preparación de Buffer de muestra 5x 

 

Sustancia Cantidad  

Glicerol 5 ml 

SDS 1 g 

β Mercapto etanol  2.56 ml 

Buffer II 2.13 ml 

Azul de 

Bromofenol  

Gotas 

Guardar en alícuotas de 1ml a – 20°C. 
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11.2 Apéndice B: Tinción de Plata  

1. El gel es incubado en 1 litro de una solución de ácido acético al 10%, en 

constante agitación por 20 min. 

2 .Luego se lava 3 veces con agua bidestilada (2 min c/lavado).  

3. Se incuba  el gel en 1 litro de una solución de Nitrato de Plata  0,1 % +  

1 ml de formaldehido 36% y se mantiene en agitación constante por 20min. (Se 

recomienda ya en esta etapa cubrir la solución para evitar la exposición con la luz) 

4. Eliminar la solución de nitrato de plata y lavar nuevamente el gel por 

aproximadamente 5 segundos (esta etapa es crítica tiempo de lavados más 

prolongados pueden provocar que el gel no se tiña) 

5. Incubar el gel en oscuridad en  un litro de solución reveladora (Carbonato de 

Sodio 2,5%,  1 ml Formaldehído 36% y 1 ml Tiosulfato 2%) hasta que aparezcan 

las bandas y alcancen la intensidad de color suficiente para analizar el gel 

(aproximadamente a los 10 minutos de transcurrida la incubación se comienzan a 

observar las primeras bandas). 

6. Para la detención de la reacción se incuba nuevamente el gel en la solución de 

ácido acético 10% (la misma que fue utilizada al principio de este proceso) por 10 

minutos en agitación constante. 

7. Finalmente depositar el gel en agua y lavar por 20 minutos en agitación 

constante. Luego tomar una fotografía con la cámara digital en el transiluminador 

de luz blanca. 
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