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Prot   Secuencia de aminoácidos de la proteína  

RNA   Ácido ribonucleico  
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RNAr   Ácido ribonucleico ribosomal 
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RNAs   Ácido ribonucleico pequeño  

T   Timina 

TAF   Factor asociado a TBP 

TBE   Amortiguador Tris-Borato-EDTA 

TBP   Proteína de unión a caja TATA 
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RESUMEN. 

 

Taenia solium es una especie parásita de cerdos y humanos. Infecta a su hospedero en 

diferentes estadios de su ciclo de vida, la teniosis es una enfermedad causada en humanos 

por el parásito en su estado adulto, y su forma larvaria produce cisticercosis en cerdo y 

humano. Este par de enfermedades son un gran problema de salud pública en países en vías 

de desarrollo. Actualmente hay líneas de investigación que buscan la manera de intervenir 

en el desarrollo del parásito, entre las cuales se encuentra la búsqueda de estrategias para 

modificar la expresión génica de dichos organismos.  

 

La transcripción es un proceso mediante el cual se generan transcritos a partir de un DNA 

templado, este proceso lo llevan a cabo los tres tipos de polimerasas y un conjunto de 

factores de transcripción que regulan la expresión de los genes. La proteína de unión a caja 

TATA (TBP) es uno de los principales factores de transcripción, su función es reconocer 

las secuencias TATA en los promotores, para iniciar la formación del complejo de 

transcripción.  

 

En este trabajo de analiza la estructura de la región carboxilo terminal de la TBP de            

T. solium, para determinar si existen cambios significativos respecto a otras TBPs 

reportadas. Se realizaron alineamientos múltiples para identificar cambios en sus 

secuencias de TBPs relacionadas y no relacionadas, así como análisis de estructura 

secundaria y terciaria para identificar estructuras características de la proteína; por último 

se realizó un ensayo de retardo de movilidad electroforética para caracterizar la unión de 

una TBP recombinante (RDNATBPTS) con diferentes secuencias de cajas TATA y se 

probaron anticuerpos anti-RDNATBPTS mediante inmunoelectrotrasferencia.    
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INTRODUCCIÓN. 

 

Clasificación taxonómica. 

 

Phylum:  Platyhelminthes 

Clase:   Cestoda 

Orden:  Cyclophyllidea 

Familia:  Taeniidae 

Género:  Taenia 

Especie:  solium. 

 

Taenia Solium.  

El phylum Platyelmintes incluye cerca de 20,000 especies de vida libre y parásita. La 

mayoría de los platelmintos son parásitos miembros de las clases Trematoda, Monogenea y 

Cestoda. El orden Cyclophyllidea incluye 15 familias, entre ellas la familia Taeniidae que 

se compone de dos géneros: Equinococcus con nueve especies y Taenia que se compone 

por cerca de 50 especies (Nakao, et al., 2013). 

Taenia solium es un céstodo, que pasa por dos estadios antes de llegar a su forma adulta. El 

desarrollo del parásito comienza a partir de un huevo con un tamaño de ~45 µm (figura 1). 

La estructura más externa y protectora del huevo es el embrióforo formado por bloques 

proteicos de queratina unidos entre sí por un material cementante que le da su apariencia 

estriada. Dentro del mismo se encuentra la membrana oncosferal que rodea al embrión 

hexacanto. 
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Figura 1. Huevo de Taenia solium (Sciutto et al.,2000).  A) Micrografía óptica. Corte 

transversal de huevos en el que se observa la apariencia estriada del embrióforo y el 

embrión hexacanto. B) Micrografía de transmisión electrónica de un corte transversal 

de un huevo inmaduro que muestra las siguientes estructuras: Y yema; E, embrióforo; 

EC, células del embrióforo; OM, membrana de la oncosfera; On, oncosfera. 

Micrografías electrónicas de barrido mostrando C) huevos con su membrana 

embrionaria externa y D) un huevo roto en el que se observa la oncosfera con sus 

ganchos (flechas).  

 

La larva o cisticerco está formado por una vesícula ovalada y translúcida llena de líquido, 

con un tamaño de 0.5 a 2 cm, y un escólex invaginado. El cisticerco se desarrolla a su 

forma adulta en un gusano de forma aplanada que puede medir entre 2 y 8 metros de largo. 

Su cuerpo está formado por una cabeza o escólex que contiene una doble cadena de 22 a 32 

ganchos y 4 ventosas, estas estructuras son utilizadas para fijarse a la mucosa intestinal, 

específicamente en el yeyuno (Sciutto et al.,2000). 

A

  A 

B

 

 A

 A 

 A 
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  A 

D

  A 
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Figura 2. Micrografía electrónica del escólex de Taenia solium. Se observa el róstelo 

con su doble cadena de ganchos y sus cuatro ventosas (Flisser, A., 2006). 

 

El escólex (figura 2) es seguido del cuello, estructura a partir de la cual se forma el 

estróbilo ó cuerpo de la tenia. El estróbilo está formado por varios cientos de segmentos 

llamados proglótidos, los proglótidos más cercanos al cuello son inmaduros y aquellos que 

se encuentran intermedios son los maduros y los más alejados son los proglótidos grávidos 

que se encuentran llenos de huevos. Cada proglótido es una unidad reproductiva, T. solium 

es una organismo hermafrodita, por lo tanto cada proglótido tiene en su interior órganos 

sexuales masculinos y femeninos, que llevan a cabo la autofecundación, formando hasta 

60,000 huevos en cada proglótido grávido (Flisser et. al., 2011). 

 

 

 

 

V V 

V 
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1.2 Ciclo de vida.  

Un individuo puede adquirir teniasis al consumir carne de cerdo cruda o insuficientemente 

cocida con cisticercos vivos, estos cisticercos pasan por el estómago, y al tener contacto 

con sales biliares y enzimas proteolíticas comienzan a evaginar, al pasar al intestino el 

cisticerco se adhiere con sus ganchos y sus cuatro ventosas en el primer tercio del intestino 

delgado. El cisticerco tarda de 3 a 4 meses en completar su desarrollo, llegando al estado 

adulto con un estróbilo que tiene de 700 a 1000 proglótidos, al terminar su desarrollo los 

proglótidos grávidos comienzan a ser expulsados en la materia fecal, liberándose hasta 5 

proglótidos diariamente. El hospedero intermediario (cerdo) se infecta al ingerir 

accidentalmente las heces fecales con proglótidos grávidos, los huevos al pasar por su 

tracto digestivo, la bilis y enzimas proteolíticas disgregan el embrióforo y digieren la 

membrana de la oncosfera, una vez activado el embrión, cruza la pared intestinal llegando 

al torrente sanguíneo para ser distribuido por el cuerpo del hospedero (Flisser, 2013). A 

causa de malos hábitos higiénicos, los humanos pueden adquirir cisticercosis al ingerir 

accidentalmente huevos de T. solium. Cuando los huevos se desarrollan a cisticerco en el 

sistema nervioso central se produce neurocisticercosis (Del Brutto, et. al., 2013).  

Taenia solium, afecta a cerca de 50 millones de personas y es uno de los principales 

problemas de salud pública en el mundo (Almeida, et. al., 2009). Existen otras especies de 

importancia médica dentro de este género como son: T. saginata y T. crassiceps (Flisser, et. 

al., 2006). 
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Figura 3. Muestra el ciclo de vida de Taenia solium (Garcia, et. al., 2003). El cerdo es 

el hospedero intermediario que adquiere la cisticercosis al ingerir los huevos del 

parásito y el humano es el hospedero definitivo que desarrolla la taeniasis al ingerir 

cisticercos. Accidentalmente el hombre al ingerir huevos desarrolla la cisticercosis. 
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1.3 Teniasis.  

Es una infección producida por los cestodos adultos de la familia Taenidae. Existen dos 

especies que afectan a los humanos: T. solium y T. saginata, mismas que requieren de dos 

hospederos intermediarios (cerdo y res, respectivamente) para completar su ciclo de vida. 

El hombre es el hospedero definitivo obligatorio para ambas tenias (Sarti, 1997). La 

teniasis por T. solium ocurre después de la ingestión de carne de puerco con cisticercos 

insuficientemente cocida (García, et. al., 2003). La teniasis suele ser asintomática, algunos 

de los síntomas pueden ser provocados por la producción de sustancias tóxicas por parte del 

cestodo, los más importantes son irritación de la mucosa intestinal y de síntomas derivados 

de la toxemia que origina la absorción de los productos metabólicos del parásito como 

dolor abdominal, diarrea, mareos y cefalea (Orta, et. al., 2000).  

 

1.4 Cisticercosis. 

En esta enfermedad los cisticercos suelen localizarse tanto en tejido muscular, esquelético y 

cardiáco, como en encéfalo e hígado del cerdo (Aluja, et. al., 2000). La cisticercosis 

porcina, se puede diagnosticar al observar los cisticercos en la superficie de la lengua del 

cerdo, estos pueden presentar cambios de conducta e hidrocefalia. En el humano infectado 

la larva puede localizarse en tejido subcutáneo, muscular y en ojo, teniendo predilección 

por el sistema nervioso, causando la neurocisticercosis (Lombardo, et. al., 1982). La 

neurocisticercosis es una infección causada por la larva del céstodo de T. solium, y es la 

enfermedad helmíntica más común del sistema nervioso central en humanos (Del Brutto, et. 

al., 2013). En ocasiones no produce ninguna manifestación clínica, pero en otros casos 

puede ser tan grave como para causar la muerte del paciente, generando crisis convulsivas 

en el 70% de los pacientes. La gravedad de la enfermedad depende del número y 

localización de las lesiones, así como de la respuesta inmune contra el parasito (Sinh, et. al., 

2009).  

Encuestas serológicas en México han establecido que la seropositividad en población 

humana abierta es de 1.2%. No está del todo aclarado si esta cifra se refiere únicamente a 

las personas afectadas por cisticercosis o si incluye los portadores de las tenias. El mayor 

impacto por infecciones por T. solium es por neurocisticercosis; en países endémicos la 
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proporción de neurocisticercosis en las personas con epilepsia ha demostrado ser más del 

29% (People, 2009).  

 

1.6 Diagnóstico de teniasis.  

Dos problemas que dificultan el diagnóstico de la infección con T. solium: la escasa 

sensibilidad que tienen las pruebas realizadas, en particular los métodos de flotación para la 

detección de estructuras del parásito y la similitud morfológica entre los huevos de T. 

solium y T. saginata que no permiten la distinción de especie. La morfología de los 

proglótidos maduros permite la identificación de especies mediante la tinción de 

hematoxilina-eosina de sus ramas uterinas, T. solium presenta menos de 12 ramas uterinas y 

T. saginata contiene más de 15 (Flisser, 2011), el problema de esta técnica es que los 

proglótidos maduros rara vez están disponibles. La limpieza del intestino con una purga 

inmediatamente después del tratamiento mejora la recuperación de material como los 

proglótidos del parásito, incluido el escólex, que permite una identificación de la especie
 

(García, et. al., 2003). 

Hasta la fecha, los 2 mejores métodos para la detección de la teniosis, se basan en la 

detección de coproantígenos utilizando anticuerpos anti-T. solium adulto por ELISA, esta 

prueba detecta moléculas de T. solium específicas en muestras fecales, con una sensibilidad 

de alrededor de 95% y una especificidad de 99% ( Allan, et. al., 1996). Asimismo, existe un 

ensayo de inmunoelectrotransferencia usando antígenos de excreción-secreción de T. 

solium de la forma adulta, estos antígenos son utilizados para detectar anticuerpos en suero 

del portador de la tenia. Este ensayo tiene una sensibilidad del 95% con una especificidad 

del 100%, ya que no reconoce anticuerpos relacionados con otras enfermedades por 

cestodos como T. saginata, Echinococcus granulosus e Hymenolepis nana (Wilkins, et. al., 

1999). 

 

1.7 Diagnóstico de cisticercosis. 

Actualmente existe un método basado en la detección de anticuerpos en suero, el ensayo se 

lleva a cabo por la técnica de inmunoelectrotransferencia, la cual utiliza una fracción de 

glicoproteínas purificadas por cromatografía de afinidad con la lectil-lectin, este método de 

detección tiene 100% de especificidad y 98% de sensibilidad y no tiene reacción cruzada 
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con antígenos de otros cestodos que provocan enfermedades en el ser humano ( Tsang, et. 

al., 1989). Este ensayo ha sido utilizado en todo el mundo por más de 15 años para 

determinar la prevalencia y diagnóstico de cisticercosis (Hancock, et. al., 2004). 

Las técnicas de neuroimagen como la Tomografia Axial Computarizada y la Resonancia 

Magnética Nuclear, son las mejores para el diagnóstico (Del Brutto, et. al., 2006), aunque 

su uso no es muy común, debido a los altos costos que conlleva hacer este tipo de pruebas.  

 

1.8 Tratamientos. 

El prazicuantel es una isoquinolina que fue utilizada por primera vez en 1979, su 

mecanismo de acción daña el retículo endoplásmico y el tegumento del parásito al 

modificar el flujo de iones Ca
2
  y produciendo una parálisis espástica del escólex 

(Greenberg, 2005), es usado como tratamiento para teniasis y cisticercosis. Para la teniasis 

el tratamiento consiste en una dosis única de 10 mg/kg por vía oral, suficiente para eliminar 

a los adultos. En el caso de la cisticercosis, es necesario un tratamiento más largo, 

generalmente 50 mg/kg al día durante 15 días, para eliminar con éxito los cisticercos en el 

sistema nervioso debido a que el prazicuantel puede atravesar la barrera hematoencefálica 

(Montero, et. al., 1997).  

El albendazol es un fármaco utilizado para la cisticercosis que interfiere con el mecanismo 

de absorción de glucosa por la membrana, esto provoca la depleción del glucógeno y 

finalmente la disminución energética del parásito (Ceballos, et. al., 2013). También inhibe 

la polimerización de los microtúbulos y la secreción de acetil colinesterasa. El tratamiento 

para cisticercosis consiste en 15mg/kg por día durante una semana (Sciutto, et. al., 2000).  

El oxfendazol es un antihelmíntico de amplio espectro utilizado para tratar las infecciones 

por helmintos en estado larvario y parásitos gastrointestinales, el tratamiento consiste en 

una dosis de 30mg/kg. Este fármaco se acopla a la tubulina que forma los microtúbulos, los 

microtúbulos actúan en la secreción de la mayoría de las enzimas digestivas y los 

benzimidazoles impiden su funcionamiento normal. Como consecuencia se perturba el 

proceso digestivo de los helmintos (Mkupasi, et.al., 2013; Iburg, et. al., 2012). 
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2  Transcripción. 

La transcripción es el proceso en el cual el DNA es copiado a RNA por las RNA 

Polimerasas, generando transcritos. Este proceso está íntimamente involucrado con todos 

los aspectos de la actividad celular y permite que las células respondan a una gran variedad 

de vías de señalización particulares que controlan la diferenciación y el desarrollo celular.  

 

2.1 RNA polimerasas. 

Existen tres RNA polimerasas que realizan la transcripción del genoma eucarionte y se 

clasifican como RNAPol I, II y III. Cada RNAPol sintetiza diferentes clases de RNA. La 

RNAPol I se compone por 14 subunidades, reside en el nucléolo y se encarga de la 

transcripción de genes que codifican precursores de RNA ribosomal (RNAr) 5.8S, 18S y 

28S, y contribuye con la mayor parte de la síntesis de RNA celular. La RNAPol II está 

compuesta por 12 subunidades y se localiza en el nucleoplasma, sintetiza RNA mensajeros 

(RNAm) y pequeños RNAs de interferencia (RNAsi). La RNA la RNAPol III se compone 

de 17 subunidades y transcribe RNAs pequeños nucleares (RNAsh), RNAs de transferencia 

(RNAt) y RNA ribosomal 5S (RNAr)   y cada una de las polimerasas tienen un conjunto de 

factores generales de transcripción asociados y promotores característicos (Vannini, et.al., 

2012). 

 

2.2 RNAPII. 

Generalmente la transcripción por RNAPII comienza con la unión de factores regulatorios 

cerca del sitio de inicio de la transcripción. Estos factores pueden actuar indirectamente en 

la maquinaria de transcripción por el reclutamiento de factores que modifican la estructura 

de la cromatina, o directamente al interactuar con los componentes de la maquinaria de 

transcripción. En cualquiera de los dos mecanismos, directa o indirectamente, el resultado 

final es el reclutamiento de la maquinaria de transcripción en el núcleo del promotor. 

Existen elementos en los promotores de los genes como la caja TATA, elemento de 

reconocimiento de TFIIB (BRE), el iniciador (INR) y el elemento promotor rio abajo 

(DPE). Los factores de transcripción que actúan a través de estos elementos son la proteína 

de unión a caja TATA (TBP) y sus factores asociados (TAF), así como los factores 

generales de la transcripción (GTF) (Zhou, et. al., 2009). Esta maquinaria sirve para 
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posicionar correctamente la RNAPII. Estos factores son necesarios para la iniciación de la 

transcripción porque se ensamblan en el promotor de los genes que codifican para proteínas 

y forman el complejo de inicio de la transcripción (PIC), que consiste de RNAPII y factores 

generales de transcripción (factor de la transcripción de la RNA polimerasa tipo II) TFIIA, 

TFIIB, TFIID, RFIIE, TFIIF y TFIIH (Tsai, et. al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.Modelo clásico del complejo de preinicio de la transcripción. Se muestran 

secuencias específicas y elementos reguladores para la expresión de genes asímismo 

se observa el reclutamiento de TFIID (amarillo) en el núcleo del promotor que genera 

una modificación de la cromatina para  que sea posible la unión de otros factores 

generales de la transcripción como  TFIIE, TFIIF, TFIIH que permiten que la RNA 

polimerasa II comience el proceso de transcripción (D´Allessio, et. al., 2009). 

 

El primer paso para la formación del PIC es el ensamblaje de TFIID, que es un complejo 

multiproteico que se conforma por TBP y un conjunto de TAFs (Maston, et. al., 2012). 

Primeramente se une TBP en la secuencia rica en A/T localizada aproximadamente de 25 a 

30 nucleótidos rio arriba del sitio de inicio de la transcripción, conocida como caja TATA y 

el factor TFIIA estabiliza la unión de TBP (Tsai, et. al., 2000). TBP en conjunto con TAFs 

forman el factor TFIID. Una vez que TFIID está formado, el factor TFIIB se une a la 

secuencia BRE
u 

rio arriba de la caja TATA, y posteriormente otro factor TFIIB se une a la 
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secuencia BRE
d 

localizada rio abajo, la unión de TFIIB orienta la dirección correcta para el 

inicio de la transcripción (Thomas, et. al., 2006). El proceso continua con la unión de 

RNAPII, TFIIF, TFIIE y TFIIH respectivamente (Hahn, et. al., 2004). La iniciación de la 

transcripción comienza con la síntesis del primer enlace fosfodiéster catalizado por la RNA 

polimerasa (Papai, et. al., 2011; Akhtar, et. al., 2011). 

 

2.3 Características de la proteína de unión a caja TATA. 

La proteína TBP es el primer componente de los factores de iniciación de la transcripción 

clase II y el primero en ser identificado (TFIID específicamente). Participa en la 

transcripción por los tres tipos de RNAP, por eso es que TBP es conocida como el factor de 

transcripción universal (Burley, 1996), y ha sido conservado desde las archaeas hasta el 

hombre.  

La estructura primaria de TBP consiste en dos dominios principales, el dominio C-terminal, 

que es altamente conservado (80% de identidad entre levaduras y mamíferos), que consiste 

en dos repeticiones que se pliegan formando una estructura con una superficie convexa y 

otra cóncava. La superficie convexa (C-terminal) se une al surco menor del DNA en la caja 

TATA e induce un ajuste en la estructura del DNA, mientras que el dominio N-terminal es 

muy variable, en secuencia y en tamaño (Akhtar, et. al., 2011). Los genes que codifican 

para la TBP han sido estudiados de organismos muy alejados filogenéticamente, y se sabe 

que comparten 180 residuos aminoácidos conservados en el segmento C-terminal, siendo 

este segmento de la proteína  el que constituye la región que une al DNA. La proteína TBP 

se ha caracterizado a partir de la estructura cristalizada de la Arabidopsis thaliana y de 

levaduras. Se sabe que el dominio C-terminal forma una estructura con forma de silla de 

montar. La superficie inferior (cóncava) de la silla consiste en una estructura curva formada 

por 10 láminas β antiparalelas, que contienen todos los aminoácidos implicados en la unión 

a DNA ( Kim, et. al., 1994).  
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Figura 5. Complejo TBP-TATA Box (Nikolov, et. al., 1994). TBP se compone de un 

segmento altamente conservado, que comprende dos repeticiones simétricas (dominios 

TBP) y una extensión N-terminal. En la figura se muestra la unión de TBP-DNA en la 

superficie cóncava, que corresponde a la región conservada C-terminal. Asimismo en 

la superficie convexa se señala la región N-terminal (N), que tiene interacción con 

otros factores de transcripción. 

 

 

La superficie superior convexa se compone de cuatro hélices α con péptidos básicos, y 

contiene 18 aa no conservados que corresponden a la región N-terminal, importantes para la 

interacción con otros factores de transcripción. La estructura secundaria está compuesta por 

43% de láminas β (85 aa), 24% hélices α (48 aa), lo que da un 67% de los residuos 

aminoácidos de la proteína involucrados en la organización de elementos de la estructura 

secundaria ((Nikolov, et. al., 1994). 
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3 Antecedentes. 

 

3.1 TsTBP. 

Taenia solium posee un gene que codifica para una TBP con una de secuencia nucleotídica 

de 1461 pb, que presenta 4 intrones de tamaños 76, 208, 69 y 126 pb y 5 exones de tamaños 

de 421, 442, 105, 96 y 17 pb. Asimismo, un DNAc de cisticerco aislado de una biblioteca 

de DNAc presentó una secuencia de 919 pb, con un marco de lectura abierto en la base 

número 37, donde se encuentra el codón de inicio (metionina), y un codón de término en la 

base número 751 (TAA). La secuencia posee una región 5´UTR de 36 pb y una región 

3´UTR de 168 pb con una cola de poliadenilación de 18 bases. La secuencia codifica para 

una proteína TsTBP de 238 aa, con una peso molecular teórico de 26.7 kDa y un pI teórico 

de 10.6, esta secuencia primaria coincide en 100% de identidad con la codificada por el 

gene. La secuencia de aminoácidos fue utilizada para realizar un modelo in silico. Dicho 

modelo muestra que la TsTBP presenta la estructura clásica de “silla de montar”. Análisis 

computacionales en el promotor proximal del gen para la TsTBP (figura 6) muestran 

regiones de posibles cajas TATA, asimismo existen posibles secuencias de inicio de la 

transcripción (Inr) y una posible interacción con el factor de transcripción NF1 (Rodríguez, 

2011).  
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Figura 6. Secuencia genómica de TsTBP. En rojo se muestran las posibles cajas 

TATA de la secuencia promotora; en verde se señalan los posibles sitios de inicio de 

transcripción; en azul el codón de inicio (ATG) y subrayado (TAA) el codón de 

término de la traducción. La línea con DNAg representa la secuencia genómica; 

DNAc muestra la secuencia codificante; la línea Prot muestra la secuencia de 

aminoácidos derivados de la TsTBP en letras mayúsculas. Del lado derecho se muestra 

el número de pares de bases y de aminoácidos. Las regiones vacías en la secuencia 

DNAc y con letra minúscula en la línea DNAg corresponden a la ubicación de los 

intrones (Rodríguez, 2011).  
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3.2 Promotores de Taenia solium.  

Se han reportado algunos análisis de promotores proximales de genes de T. solium. Entre 

los genes secuenciados y reportados se encuentran dos actinas, pAT5 y pAT6 (Campos, et. 

al. 1990), una superóxido dismutasa Cu,Zn (Parra, et. al., 2012)
 

 y una 2-Cys 

Peroxiredoxina típica (Vaca, et. al., 2009) de T. solium y T. crassiceps.  

El análisis del promotor proximal del gen de la 2-Cys Peroxiredoxina de T. solium contiene 

dos posibles secuencias de cajas TATA  y una secuencia Iniciadora (Inr) localizada 20 pb 

río arriba del codón de inicio de la transcripción con la secuencia (TGAATTCC). Este 

promotor cuenta con sitios putativos para la transcripción de factores NF1 y Sp1, se sabe 

que estos factores de transcripción pueden interactuar con miembros de la maquinaria de 

transcripción como TBP y TFIIB, facilitando su activación (Emili, et. al., 1994; Xian, et. 

al., 1994). 

 

Figura 7. Secuencia promotora de los genes de las 2-CysPRX de Taenia solium (Ts) y 

T. crassiceps (Tc). En la secuencia se encuentran señalados los sitios del factor NF1, y 

la secuencias de caja TATA putativa para T. solium, localizada en la posición -30 y en 

la posición 1 la secuencia iniciadora (Vaca, 2009).  

 

 

El estudiar a la proteína de unión a caja TATA de T. solium (TsTBP), así como su unión a 

los promotores nos permitirían entender cómo se lleva a cabo la regulación de la 

transcripción  en los cestodos como la T. solium.  
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Hipótesis. 

La proteína de unión a caja TATA de Taenia solium, se unirá mediante su región carboxilo 

a los promotores de genes que presenten una caja TATA en la posición adecuada. 
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Objetivo general:  

Caracterización molecular parcial de la región carboxilo terminal de la proteína de unión a 

la caja TATA de genes de Taenia solium (RDNATBPTs). 

 

Objetivos particulares: 

• 1.- Modelo in silico de la región de la (RDNATBPTs) realizado con el programa 

Jigsaw 3D. 

• 2.- Producción y especificidad de anticuerpos anti-RDNATBPTs hechos en conejos 

e inmunoelectrotransferencia. 

• 3.- Ensayos de unión de la RDNATBPTs recombinante a la caja TATA mediante 

ensayos de retardamiento y superretardamiento de movilidad electroforética. 
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Materiales y métodos.  

 

Material biológico.  

Las cepas de bacterias utilizadas son de la especie Escherichia coli, cepas: 

TG1 (supE44 hsd∆5 hi ∆(lac-proAB) F´[traD36 proAB
+
lacI

q
lacZ∆m15]) 

BL21 (DE3) hsdS gal (λcIts857ind1Sam7 nin5 lac UV5-T7 gene 1). 

También se utilizaron conejos nueva Zelanda, cisticercos de T. solium obtenidos de 

músculo esquelético de cerdos infectados naturalmente y cisticercos de T. crassiceps  (cepa 

WFU) obtenidos del peritoneo de ratones BALC/cAnN hembras inoculados con el parásito.  

 

Reactivos.  

El péptido sintético (VRDEIYQAFNNIYPILKNFMKLDSDKSGLHQPALTG) diseñado a 

partir de la secuencia de aminoácidos de la región C-ter de TBP de Taenia solium y 

sintetizados por la casa comercial Invitrogen. 

Sondas utilizadas para el Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (Tabla 1), 

sintetizadas por Sigma-Aldrich. 

 

Modelo in silico. 

El modelo in silico fue diseñado con la secuencia de 190 aa de RDNATBPTs con el 

programa Jigsaw 3D de libre acceso en http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/ y 

anañizado en el programa PyMOL.  

 

Alineamientos de secuencias proteicas. 

Fueron realizados por el programa ClustalX2. Las secuencias primarias de las proteínas 

fueron obtenidas de Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).  
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Preparación de geles de acrilamida. 

 

 Gel separador.  

Mezclar 4.2 mL de acrilamida 30%/bis-acrilamida 0.8%, 2.5 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 2.4 

mL de H2O, 200 µL de SDS 10%, 66 µL de persulfato de amonio 10%, 6.6 µL de TEMED 

y cargar en los vidrios de preparación y esperar hasta su polimerización.  

 

 Gel concentrador. Mezclar perfectamente 1.3 mL de acrilamida 30%/bis-

acrilamida 0.8%, 2.5 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 2.4 mL de H2O, 60 µL de SDS 10%, 

20µL de persulfato de amonio 10%, 3 µL de TEMED y cargar encima del gel 

separador polimerizado y colocar el peine. 

 

Preparación de Amortiguador de cargado (proteínas). 

Tris-HCl 100 mM pH 6.8, SDS 4%, azul de bromofenol 0.2% y glicerol 20%. 

 

Solución bloqueadora para inmunoelectrotranferencia. 

PBS, Tween 0.3% y leche descremada Svelty de Nestlé al 0.5%. 

 

Amortiguador de Tris-Borato-EDTA (TBE). 

1.1M Tris, 900mM Borato, 25mM EDTA, pH 8.3 

 

Amortiguador de fosfatos (PBS). 

Fosfato monobásico de sodio 0.001M, fosfato dibásico de sodio 0.01M, cloruro de sodio 

0.15M, pH 7.2. 

 

Preparación de proteínas nucleares.  

Cisticercos (10gr) de T. solium se homogenizaron en 3 volúmenes de amortiguador de lisis 

(HEPES) con un sonicador de la marca IKA modelo T8.10. El homogenado se filtró a 

través de gasa estéril y se centrifugo a 1500 x g a 4°C. El precipitado se lavó 3 veces con el 

mismo amortiguador mencionado y se resuspendió en 4 mL de amortiguador de lisis, se 

agregó a un tubo conteniendo 10 mL de Ficoll al 5.7% y se centrifugó a 1000 x g por min. 



31 
 

Para la visualización de los núcleos se tomaron 100 µL de cada fase y se tiñeron con 80 mL 

de 4´,6-diamino-2-fenilidol (DAPI, Sigma, 0.1 mg/mL) en la oscuridad por 15 min, las 

preparaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia  (Nikon, HFX-DX). Las  

fases con mayor contenido de núcleos se sometieron a otra  ronda de fraccionamiento en 

Ficoll para obtener un enriquecimiento de núcleos. La preparación se congelo a -70°C hasta 

su uso.  

 

Formación de anticuerpos anti-RDNATBPTs. 

Los anticuerpos policlonales contra la región carboxilo terminal fueron producidos con el 

péptido (VRDEIYQAFNNIYPILKNFMKLDSDKSGLHQPALTG) que fue inoculado al 

conejo cada dos semanas en 4 ocasiones, usando 100µg del péptido sintético mezclado con 

saponina 01:01 (v/v).  El conejo se sangró 7 días después de la última inmunización, y el 

suero obtenido se congeló a -20°C. La fracción de inmunoglobulina G (IgG) se purificó a 

partir del suero de conejo por cromatografía de afinidad utilizando proteína G-agarosa 

(Sigma) y su especificidad probada por inmunoelectrotransferencia. 

 

Adsorción de suero anti-TBPC-ter. 

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12%  para separar los componentes del extracto 

nuclear de E. coli BL21, se cargó el extracto crudo (10 µg/mm) de gel, se realizó la 

electroforesis como ya se mencionó antes. Una vez terminada la electroforesis, se realizó la 

transferencia durante 1 hora a 100V de las proteínas del gel a membranas de nitrocelulosa. 

Al finalizar la transferencia, las membranas de nitrocelulosa fueron lavadas con PBS. Se 

colocaron 50 mL de suero anti-TBPC-ter con las membranas de nitrocelulosa y se incubó 

durante dos horas a temperatura ambiente. Al terminar la incubación, las membranas se 

lavaron 3 veces en PBS y Tween 0.3%  y los anticuerpos unidos a las membranas se 

eluyeron con solución de glicina ácida. 

 

Inmunoelectrotransferencia. 

Separaron los componentes (3 µg/mm) del extracto nuclear de larva de T. crassiceps y de 

E. coli sin y con la RDNATBPTs en un SDS-PAGE al 12%. Previo al cargado, se diluyeron 

las proteínas (1:1) en amortiguador de corrida y se incubó a 100°C durante 5 minutos. El 



32 
 

proceso de electroforesis se llevó a cabo a 100mV, dando tiempo de que el amortiguador de 

corrida llegue a 1.0 cm antes del final del gel. Unos gel fueron teñidos con azul brillante de 

Coomassie para observar el patrón de bandeo y otros, geles fueron transferidos a 

membranas de nitrocelulosa. La transferencia se realizó a 100V durante 1 hr. Las 

membranas de nitrocelulosa, fueron lavadas con PBS y cortadas en tiras. Las tiras se 

colocaron en charolas de 500 µL con una solución bloqueadora por 30 minutos, se adicioná 

el primer anticuerpo anti-TsTBPC-ter en conejo y una γ normal de conejo como control 

negativo, a una disolución de 1:250 y se incubá por 1 hora a temperatura ambiente con 

agitación lenta. Después de 1 hora se realizaron 3 lavados de 5 minutos con agitación 

utilizando una solución de PBS y Tween 0.3%. Después se colocó el segundo anticuerpo (α 

peroxidasa de conejo) diluido 1:2000 en PBS y Tween 0.3% y se dejó incubando a 

temperatura ambiente por 1 hora con agitación lenta. Después de 1 hora, las membranas se 

lavan nuevamente 3 veces con PBS y Tween 0.3% y un lavado final con PBS por 5 

minutos. Al final los anticuerpos unidos a la membrana se revelaron con 1 mL de solución 

con 0.005% de diaminobencidina (DAB) y 1 µL de H2O2 al 30% con agitación lenta hasta 

la aparición de la banda en las membranas (aproximadamente 5 min):  

 

Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA). 

Se realizó un (EMSA) para caracterizar la unión al DNA de la TsTBP utilizando un 

extracto de E. coli que expresa TsTBPC-ter. Este extracto se enfrentó con una sonda de 25 

pb que contiene la caja TATA del promotor proximal del gen Ts2-CysPrx con la sonda 

TATA (TATATTT), asimismo se realizaron competencias con oligonucleótidos con la caja 

TATA mutada del gen Ts2-CysPrx (TGTGTT), la sonda con la caja TATA consenso del 

Adenovirus Major Late (TATAAA) y una sonda con la caja TATA mutada con la 

secuencia (TGTGAA). Las sondas fueron marcadas en el extremo 3´con biotina. Las 

secuencias completas de las sondas utilizadas se muestran en la Tabla 1. Para el ensayo de 

EMSA se prepararon geles de poliacrilamida al 5%. Los geles fueron precorrida durante 30 

min.  La preparación de las muestras se realizó con el estuche LightShift Chemiluminescent 

EMSA. Se cargaron 20 µL de cada muestra, para la reacción del superretardamiento, se 

incubó por 30 min la sonda con el extracto proteico seguido de otra incubación de 30 min 

con el anticuerpo. Para las reacciones de competencia se agregaron 50 y 100 veces más de 
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sonda sin marcar. Se corrió el gel a 15 miliamperes durante 1 hora. Después se hace la 

transferencia a membranas de nylon durante 1 hora a 100V en TBE. Al final se reveló con 

el estuche detect Biotin-labeled DNA by Chemioluminiscence, se calentó el amortiguador 

de bloqueo y el amortiguador de lavado hasta llegar a 50°C en un baño de agua, se 

añadieron 16 ml de amortiguador de bloqueo y se incubó con agitación suave durante 15 

minutos, se descartó el amortiguador de bloqueo, y se le agregó un conjugado de 50µL de 

estabilizador de estreptoavidina-peroxidasa en 16 mL de amortiguador de bloqueo y se 

incubó por 15 minutos con agitación suave. Al terminar la incubación, se transfirió la 

membrana a un recipiente nuevo y la membrana se enjuagó con 20 mL de amortiguador de 

lavado durante 5 minutos, el lavado se repitió 5 veces. Se preparó la solución del sustrato 

quimioluminiscente, que contiene 6 mL de luminol y 6 mL de solución de peróxido. Se 

coloca la membrana durante 5 minutos en la solución de sustrato quimioluminiscente. 

Finalmente, se expuso la membrana durante 5 minutos a las placas de rayos X.  
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Resultados. 

 

En un trabajo previo se obtuvo la secuencia nucleotídica y de aminoácidos del DNAc que 

codifica para la TBP de Taenia solium
 (
TsTBP) (Rodríguez, 2011). 

 

Utilizando la secuencia de la región que une al DNA de la proteína de unión a la caja 

TATA de Taenia solium (RDNATBPTs, 192 aa) se realizó un alineamiento múltiple tipo 

Clustal. El análisis de la comparación con las regiones carboxilo terminal de varias especies 

de TBPs con la TsTBP (Figura 8) mostró que estas poseen una alta identidad en esta región, 

el mayor grado de identidad se encontró con la TBP de Schistosoma mansoni y Homo 

sapiens con un 77% y 72% respectivamente. Dos especies no relacionada como 

Arabidopsis thaliana y Entamoeba histolytica presentaron una identidad del 68% y 49% 

respectivamente. En la misma Figura 8, se observa que los aminoácidos que interaccionan 

con el DNA para el reconocimiento de las secuencias TATA, están altamente conservados 

es estos organismos
 
(Castañon, et. al., 2010).  
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T. solium        --------------------PQPQLQNIVCTVNLEIRLDLRRIARSARNAEYNPKRFAAV  86 

S. mansoni       --------------------PVPQLQNIVCTVYLGCKLNLKNIALSARNAEYNPKRFAAV  40 

H. sapiens       ----------------------PQLQNIVSTVNLGCKLDLKTIALRARNAEYNPKRFAAV  38 

A. thaliana      -----------------PSGIVPTLQNIVSTVNLDCKLDLKAIALQARNAEYNPKRFAAV  43 

E. histolytica   -----------------PNDTHPEIVNVVSTFQLGVKLELRKIVQKARNAEYNPKRFAGA  43 

                                       * : *:*.*. *  :*:*: *.  ************.. 

 

 

T. solium        IMRIREPRTTALIFSSGKMVCTGAKSENEARLAARKYARIIQKLGFDARFKGFTIQNMVG 146 

S. mansoni       IMRIREPRTTALIFSSGKMVCTGAKSEEQARLAARKYARIIQRLGFEAHFKEFKIQNMVG 100 

H. sapiens       IMRIREPRTTALIFSSGKMVCTGAKSEEQSRLAARKYARVVQKLGFPAKFLDFKIQNMVG  98 

A. thaliana      IMRIREPKTTALIFASGKMVCTGAKSEDFSKMAARKYARIVQKLGFPAKFKDFKIQNIVG 103 

E. histolytica   IMRISSPKSTALIFQTGKIVCTGTRSIEESKIASKKYAKIIKKIGYPIHYSNFNVQNIVG 103 

                 **** .*::***** :**:****::* : :::*::***::::::*:  ::  *.:**:** 

 

 

T. solium        SCDVRFHIRLEGLNAAQKKFTTYEPELFPGLVYRMQKPKIVLLIFVSGKIVLTGAKVRDE 206 

S. mansoni       SCDVRFHIRLEGLVLSQGQFATYEPELFPGLIYRMTKPKIVLLVFVSGKIVLTGAKVREE 160 

H. sapiens       SCDVKFPIRLEGLVLTHQQFSSYEPELFPGLIYRMIKPRIVLLIFVSGKVVLTGAKVRAE 158 

A. thaliana      SCDVKFPIRLEGLAYSHAAFSSYEPELFPGLIYRMKVPKIVLLIFVSGKIVITGAKMRDE 163 

E. histolytica   SCDVKFQIALRTLVDSYLAFCQYEPEVFPGLVYRMASPKVTLLVFSTGKVVLTGAKDEES 163 

                 ****:* * *. *  :   *  ****:****:***  *::.**:* :**:*:**** . . 

 

 

T. solium        IYQAFNNIYPILKNFMKLDSDKSGLHQP-----ALTG  238   

S. mansoni       IYEAFNNIYPILKNFKKSDKDPRALTSSSNYMHPLT-  271 

H. sapiens       IYEAFENIYPILKGFRKTT------------------  188 

A. thaliana      TYKAFENIYPVLSEFRKIQQ-----------------  183 

E. histolytica   LNLAYKNIYPILLANRKEDISNQ--------------  186 

                    *::****:*    *                     

 

 

Figura 8. Alineamiento múltiple de las secuencias carboxilo terminal de la proteína de 

unión a caja TATA (TBP) de: Arabidopsis thaliana, Homo sapiens, Schistosoma 

mansoni, Entamoeba histolytica y Taenia solium. Se muestran en amarillo los residuos 

aminoácidos que interaccionan con DNA. La secuencia marcada en gris es el péptido 

utilizado para la formación de los anticuerpos anti-TBP de T. solium. En la parte 

inferior se muestra la estructura secundaria de la TBP de A. thaliana, las flechas rojas 

indican la posición de las láminas β dentro de la secuencia primaria y los espirales 

indican la posición de las hélices α. 
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Asimismo, la figura 8 muestra la estructura secundaria de las TBPs y se observa que el 94% 

de los aminoácidos de unión a DNA se encuentran localizados en láminas beta. 

Utilizando la secuencia de RDNATBPTs, se construyó un modelo in silico que se muestra 

en la Figura 9. El modelo posee la estructura clásica de la silla de montar que presentan las 

TBPs, compuesta por 5 hélices α (H) y 8 láminas β antiparalelas (S). En la lámina beta S1 

(azul) se localizan los aa (Q52, N53, V55) de unión al DNA conservados en todas las TBPs 

estudiadas, excepto una posición en la E. histolytica que cambia la Q52 por una V, a 

continuación está la H1 (amarillo), seguida de las láminas S3, S4 y S5 (magenta, rojo y 

gris) que contienen los aa R89, T96, K104, V106 T108 y G109 de unión a DNA. Las 

estructuras antes mencionadas junto con las H1 (amarillo) y H2 (morado) forman parte de 

uno de los dominios altamente básico que unen al DNA. Aquí cabe mencionar que el 

programa utilizado para realizar el modelo para la RDNATBPTs, no predice la S2. Las 

láminas S1’, S3’-S5’ con los aa Q142, N143 en S1’ (cian); V178 y R180 en S3’ (azul 

oscuro); V187 y F191 en S4’ (verde); K195, V197 y T199 en S5’ (amarilla); y H1’ (rojo) y 

H2’ (gris) forman el otro dominio básico que une a DNA. Cabe mencionar que en el 

modelo para la RDNATBPTs, tampoco predice la S2´, ya que el programa no la marcó. 

Finalmente, el modelo predice una hélice extra la H3 (verde) que no se presenta en las otras 

TBP estudiadas. 
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Figura 9. Modelo “in silico” de la región que une al DNA de la proteína de unión a la 

caja TATA de genes de Taenia solium. El modelo muestra la estructura de “silla de 

montar” característica de la región carboxilo de las TBPs. Las láminas β antiparalelas 

de S1, S3-S5 y S1’,S3’-S5’ se muestran en colores azul, magenta, rojo, gris, cian, azul 

oscuro, verde y amarillo respectivamente. Estas forman el dominio cóncavo que 

interacciona con el DNA. Las 5 hélices α se numeraron como H1, H2, H1’, H2’ y H3 

(colores amarillo, morado, rojo, gris y verde respectivamente). 

 

 

El péptido sintético (VRDEIYQAFNNIYPILKNFMKLDSDKSGLHQPALTG) ubicado en 

la RDNATBPTs, se utilizó para producir anticuerpos en conejo. Estos anticuerpos se 

enfrentaron por la técnica de inmunoelectrotransferencia a un extracto crudo de E. coli 

BL21, extracto crudo de E. coli BL21 que expresan a la RDNATBPTs, así como a un 

extracto de proteínas nucleares de la larva de Taenia crassiceps. Los anticuerpos anti-

RDNATPTs reconocen tres bandas de aproximadamente 25, 30 y 32 kDa en los extractos 

de E. coli (carril 3) y en los extractos nucleares una banda de 28 kDa.  

Para hacer más específico el reconocimiento del anticuerpo RDNATBPTs, los anticuerpos 

del suero fueron adsorbidos con membranas de nitrocelulosa conteniendo un extracto de E. 

coli BL21. La figura 10 muestra que el suero anti-RDNATBPTs adsorbido contra la 

bacteria, sólo reconoce una banda de 25 kDa en el extracto crudo de E. coli BL21 que 
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expresa la RDNATBPTs (Carril 4), asimismo reconoce la banda de 28 kDa en los extractos 

nucleares de T. crassiceps (carril 6). El suero preinmune enfrentado contra el extracto de E. 

coli BL21 que expresa la RDNATBPTs (carril 2) y nucleares del T. crassiceps carriles 

(carril 5), no reconocieron ninguna banda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Inmunoelectrotransferencia mostrando la especificidad del suero anti-la 

región que une al DNA de la proteína de unión a la caja TATA de Taenia solium (anti-

RDNATBPTs). 1: Marcadores de Peso molecular; 2: suero preinmune contra el 

extracto de E. coli BL21 que produce a la RDNATBPTs; 3: suero anti-RDNATBPTs 

contra el extracto crudo de E. coli BL21 que produce a la RDNATBPTs. 4: suero anti-

RDNATBPTs adsorbido contra el extracto de E. coli BL21 que produce a la 

RDNATBPTs; 5: suero preinmune contra extractos nucleares de T. crassiceps;           

6: suero anti-RDNATBPTs adsorbido contra el extracto de nuclear de T. crassiceps. 
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Para determinar la unión de la TsTBP a la caja TATA del promotor del gene que codifica 

para la 2-Cys-Prx, se realizaron los ensayos de retardo de la movilidad electroforética 

(EMSA). En este ensayo, la secuencia del promotor se sometió al programa ALGGEN 

PROMO:(http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi? dirDB=TF_8.3), 

que identificó dos posibles cajas TATA (TATATTT y AACATAAA). La posible caja 

AACATAAA fue descartada por su posición en el promotor del gen. Para identificar si la 

secuencia TATATTT es la caja TATA funcional, se diseñaron oligonucleótidos de esta 

posible caja TATA (sonda), de una caja TATA consenso del Adenovirus Mejor Late, así 

como mutaciones de la posible caja TATA (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Sondas utilizadas para el EMSA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-CysPRX . 

 

5´ – GCGCTTCGCTATATTTGGCGGTAAG – 3´ 

3´ – CGCGAAGCGATATAAACCGCCATTC – 5´ 

 

 

2-CysPRX mutada. 

 

5´ – GCGCTTCGCTGTGTTTGGCGGTAAG – 5´ 

3´ – CGCGAAGCGACACAAACCGCCATTC – 5´ 

 

 

Caja TATA consenso. 

 

5´ – AAGGGGGGCTATAAAAGGGGGTGGG – 3´ 

3´ – TTCCCCCCGATATTTTCCCCCACCC – 5´ 

 

 

Caja TATA consenso mutada. 

 

5´ – AAGGGGGGCTGTGAAAGGGGGTGGG – 3´ 

3´ – TTCCCCCCGACACTTTCCCCCACCC – 5´ 
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En la figura 11 se muestran los resultados de un ensayo de EMSA, en el carril 1 se observa 

una banda de retardamiento debida a la interacción de la RDNATBPTs expresada en el 

extracto de E. coli BL21 con la sonda que contiene la caja TATA del promotor de la 2-Cys-

Prx, en los carriles siguientes (2 y 3), se observa la desaparición de la banda de 

retardamiento usando las condiciones del carril 1 en presencia de un competidor homólogo 

(sonda de la 2-CysPrx sin marca) con exceso molar de 50 y 100 veces respectivamente, al 

final del carril se observa la banda que corresponde a la sonda libre. En el carril 4 se 

muestra una banda de retardamiento con el extracto de E. coli BL21 y una banda de súper 

retardamiento que se produce por la interacción de la RDNATBPTs, la sonda marcada (2-

CysPxr) y el anticuerpo anti-RDNATBPTs. En el carril 6 se observa una banda de 

retardamiento que se genera con la interacción de la sonda marcada de la caja TATA 

consenso y el extracto de E. coli BL21 que produce la RDNATBPTs recombinante. En el 

carril 7 se observa la misma banda de retardamiento que se genera en el carril 1 por la 

interacción de la sonda 2-CysPxr y la RDNATBPTs contenida en el extracto de E. coli 

BL21. En los carriles 8 y 9 se observa que no existe ninguna banda de retardamiento, 

debido a que la RDNATBPTs no tiene interacción con las sondas de la caja TATA 

consenso y la 2-CysPxr mutadas. 

 

Tabla 2. Muestra el orden en que se agregó cada uno de los componentes para 

la realización del EMSA. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Extracto E. coli + RDNATBPTs + + + + - + + + + 

Sonda (2-CysPrx A) marcada + + + + + - + - - 

Competidor homólogo 50X - + - - - - - - - 

Competidor homólogo 100 X - - + - - - - - - 

Caja TATA Consenso  - - - - - + - - - 

Caja TATA consenso mutada - - - - - - - + - 

Sonda (2-CysPrx) mutada - - - - - - - - + 

Ab α RDNATBPTs - - - + - - - - - 
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Figura 11. Determinación de la interacción DNA-proteína entre la región C-terminal 

de la TBP de Taenia solium (RDNATBPTs) y el promotor proximal para la 2-CysPrx 

de T. solium (Ts2-Cys-Prx). Los carriles fueron cargados como se muestra en la Tabla 

2. Se muestran las bandas de retardamiento (círculos) y la banda de 

superretardamiento (flecha).  
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Discusión. 

 

En esta tesis mostramos que la secuencia de 192 residuos aminoácidos que corresponden a 

la región carboxilo terminal de la proteína de unión a caja TATA de T. solium 

(RDNATBPTs) que une a un promotor con caja TATA de la 2-CysPrx. Esta importante 

función del reconocimiento de la caja TATA en promotores para poder llevar a cabo el 

proceso de la transcripción, ha mantenido a este dominio como uno de los más conservados 

a través de la evolución (Bondareva, et. al., 2003). 

 

El alineamiento múltiple de las TBPs muestra que algunos residuos de aa involucrados en 

la unión al DNA pueden variar, un ejemplo, es la lisina (K) que se localiza en la posición 

51 en A. thaliana, y E. histolytica y que es sustituida en T. solium por una arginina (R), lo 

que se denomina una sustitución conservada; otro cambio se localiza en la valina (V) de la 

posición 178 de la TsTBP que se sustituye por una isoleucina (I) en otras TBPs, este tipo de 

cambios no producen un cambio importante ni en estructura ni en la función de la proteína, 

debido a que ambos aa corresponden al grupo de aminoácidos básicos, por lo tanto 

conservan su carga y las estructuras de sus grupos R son muy similares (Nelson, et.al., 

2005) . Por otro lado, se observó que los aa que se unen al DNA caen de manera preferente 

en las láminas beta, lo que coincide con lo reportado en la literatura (Bondareva, et. al., 

2003). Esta similitud que existe entre los aa de las distintas TBPs es resultado de la función 

de unión al DNA que realizan para formar el complejo de inicio de la transcripción 

(Persengiev, et. al., 2003).  

 

Debido al alto grado de conservación de la región carboxilo terminal en las TBPs, se generó 

un modelo para la RDNATBPTs tomando como molde a la TBP de A. thaliana con la que 

tiene el 68% de identidad, la cual ha sido cristalizada así como la TBP de H. sapiens, cuya 

estructura forma diez láminas beta antiparalelas y cuatro hélices alfa. El modelo mostró una 

estructura en forma de “silla de montar” clásica de las TBPs, que se mantuvo aun en 

ausencia de su secuencia amino terminal (Nikolov, et. al., 1994; Juo, et. al., 1996). Sin 

embargo, el modelo desarrollado para la RDNATBPTs generado por el programa 3D 

jigsaw mostró una estructura en forma de silla de montar formada con ocho láminas beta 
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antiparalelas y cinco hélices alfa, dicho modelo tiene una distribución de láminas beta 

antiparalelas que concuerda con la descripción de las TBP cristalizada de A. thaliana y H. 

sapiens, con la diferencia de que el modelo para la RDNATBPTs no contiene las láminas 

denominadas S2 y S2’. Para corroborar esto se utilizaron otros dos programas: el Phyre 

server (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/), que muestra un modelo igual al antes 

mencionado, en contraste con el programa i-tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/) si mostró un modelo con 10 láminas beta antiparalelas, que coinciden con el 

cristal de A. thaliana y H. sapiens. Para explicar esta desaparición de las láminas S2 y S2´ 

se realizó un análisis de la secuencia de aa que mostró que en la zona que conforman las 

láminas beta S2 y S2´de la RDNATBPTs existen dos cambios en los aa que deben formar 

esas láminas, A. thaliana presenta la serina 142 e isoleucina 152 que forman los puentes de 

hidrógeno que estabilizan la estructura (Nikolov, et. al., 1994), en cambio en T. solium la 

serina es sustituida por una treonina y la isoleucina por una valina, estos aa presentan las 

mismas propiedades con tendencia a formar láminas beta (Fujiwara, et. al., 2012),  por lo 

tanto la estructura no debe variar significativamente. Esto nos permite sugerir que es muy 

probable que estas secuencias formen láminas beta, de manera que la estructura de la TBP 

tendría diez láminas beta antiparalelas flanqueadas por 4 hélices alfa, que es la estructura 

esperada para las TBPs conocidas. Otra diferencia muy interesante observada en los 

modelo usados para la RDNATBPTs muestran una quinta hélice alfa (H5) que no está en 

las otras TBPs, lo que abre la puerta a nuevos estudios para esta proteína. 

 

El péptido se diseñó en la región menos conservada del dominio carboxilo terminal de la 

RDNATBPTs (figura 8) para hacerlo específico para este organismo. Sin embargo, los 

anticuerpos en ensayos de inmunoelectrotransferencia reconocen, además de la 

RDNATBPTs expresada por E. coli a la TBP de T. crassiceps, pero no a la del Humano, lo 

que sugiere que la región donde se diseño el péptido se conserva en las Tenias. 

Este hallazgo, nos llevó a trabajar con el modelo de T. crassiceps, debido a la dificultad 

para obtener material biológico de T. solium. Esto no quiere decir que ya no existe la 

cisticercosis como algunos autores suponen (Flisser, 2006), sino que la obtención del 

parásito del cerdo se dificulta aun en lugares donde el organismo es endémico y en rastros, 

debido a que los cerdos infectados regularme son escondidos para evitar la confiscación de 
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los animales, para luego ser vendidos de manera clandestina. En contraste la T. crassiceps 

es un organismo muy relacionado morfológica, bioquímica e inmunológicamente con T. 

solium (Larralde, et. al., 1989; Larralde, et. al., 1990). Esto nos llevó a experimentar con 

cisticercos de T. crassiceps, puesto que contamos con este modelo de cisticercosis en ratón, 

lo que nos facilitó obtener grandes cantidades de extractos nucleares para realizar los 

ensayos de inmunoelectrotransferencia para probar el anticuerpo anti- RDNATBPTs 

(Garcia, et. al., 1995).  

 

Un elemento conservado en los promotores de algunos genes de eucariontes es una 

secuencia de DNA rica en A/T localizada cerca del inicio de la transcripción del gen, esta 

secuencia es llamada caja TATA y es reconocida por la TBP. En el caso del promotor de la 

2-CysPrx, este gen contiene 2 secuencias tipo TATA que fueron localizados por el 

programa ALGGEN PROMO, dichas secuencias están localizadas a distancias de -30 y -60 

pb a partir la secuencia Inr. La caja con la secuencia AACATAAA a una distancia de -60pb 

fue descartada como posible caja TATA debido a su localización en el promotor del gen, ya 

que se localiza a una distancia inusual en eucariontes (Butler, et. al., 2002). 

 

Los ensayos EMSA mostraron que la caja localizada a -30pb del promotor para la 2-CysPrx 

(TATATTT) resultó ser la correcta. Por otro lado, la RDNTBPTs se unió con mayor 

afinidad a la caja TATA consenso(Whittington, et. al., 2008) que a la caja TATA del 

promotor de la 2-Cys-Prx, se podría pensar que la RDNTBPTs tendría una mayor afinidad 

por el promotor de un gen de T. solium, sin embargo, este experimento nos da una idea de 

cómo es que modificaciones en secuencias reguladoras como el caso de las cajas TATA 

pueden tener un impacto en la expresión genética, ya que pequeños cambios en la 

secuencias pueden modificar la formación de los complejos de preinicio de la transcripción 

 

El dominio carboxilo terminal de las TBPs tiene la función de unirse al DNA. Está parte de 

la proteína ha conservado una estructura en forma cóncava compuesta por láminas beta 

antiparalelas que al unirse al DNA generan un cambio conformacional, haciéndolo girar en 

un ángulo de 90°, lo que le permite reclutar otros factores necesarios para la transcripción.  
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El disponer de los conocimientos de cómo este proceso de la transcripción se regula en las 

Tenias redundará en el benéfico de poder desarrollar estrategias para combatir y controlar 

las infecciones por este tipo de parásitos. 
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Conclusión. 

 

 Los aa del dominio de unión a DNA de la TsTBP se encuentran conservados. 

 

 La RDNATBPTs conserva la estructura clásica de una silla de montar. 

 

 Los anticuerpos anti-RDNATBPTs reconocen a las TBPs de Tenias. 

 

 La RDNATBPTs se une a la caja TATA del promotor de la 2-CysPrx. 

 

 La RDNATBPTs presenta una hélice alfa (H5) adicional con respecto a otras 

reportadas. 

 

 La caja TATA de 2-CysPrx es la primera descrita para el género Taenia. 
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