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ABREVIATURAS 

 

AD Dominio de Activación (Activation domain) 

BD Dominio de Unión (Binding domain) 

BDP1 B Double Prime 1 

BME  β-mercaptoetanol 

BRE Elemento de reconocimiento de TFIIB (TFIIB-recognition element) 

BRF1 B-Related Factor 1 

CF Core factor 

CFA Adyuvante completo de Freund (Complete Freund’s adjuvant) 

CTD Dominio carboxilo terminal (Carboxi-terminal domain) 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DO Densidad óptica 

DSE Elemento de secuencia distal (Distal sequence element) 

DTT Ditiotreitol 

EMSA Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (Electrophoretic mobility shift 

 assay) 

EST Etiqueta de secuencia expresada (Expressed sequence tag) 

IBD Dominio de union al Inr (Inr binding domain) 

IBP39 Proteína de unión al Inr de 39 kDa (Inr binding protein of 39 kDa) 

ICE Elemento de control interno (Internal control element) 

IE Elemento intermedio (Intermediate element) 

IFA Adyuvante incompleto de Freund (Incomplete Freund’s adjuvant) 

Inr Iniciador (Initiator)  

M3BP Proteína de unión al motivo 3 (Motif 3 binding protein) 

MRE Elemento de reconocimiento a Myb (Myb recognition element) 

ONPG Orto-nitrofenil-β-galactósido 

PIC Complejo de preinicio (Preinititation complex) 

PSE Elemento de secuencia proximal (Proximal sequence element) 

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa – Transcripción inversa (Reverse transcription 

polymerase chain reaction) 

SDS  Duodecilsulfato de sodio (Sodium dodecyl sulfate) 

SL Cadena líder (Splice leader) 

SL1 Factor selective 1 (Selective factor 1) 

SNAPc Complejo proteico de activación del SnRNA (SnRNA activating protein complex) 

SSE Elemento del sitio de inicio (Start site element) 

TAE Tris-Acetato-EDTA 

TAF Factor asociado a TBP (TBP-associated factor) 

TBE Tris-Borato-EDTA 

TBP Proteína de unión a caja TATA (TATA-box binding protein) 

TBPL1 TBP tipo 1 (TBP-like 1) 

TFIIB Factor de transcripción IIB (Transcription factor II B) 
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TG Tris-glicina 

TLF Factor tipo TBP (TBP-like factor) 

TLP Proteína tipo TBP (TBP-like protein) 

TRF1 Factor 1 relacionado a TBP (TBP-related factor 1) 

TRP Factor relacionado a TBP (TBP-related factor) 

TSS Sitio de inicio de la transcripción (Transcription start site) 

 UAF Factor de actividad rio arriba de unión al UAS (UAS-binding upstream activity  

  factor) 

UCE Elemento de control rio arriba (Upstream control element) 

UPE Elemento del promotor rio arriba (Upstream promoter element) 

UTR Región no traducida (Untranslated region) 

WT Silvestre (Wild type) 

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactosidasa 

YPD Extracto de levadura, peptona y dextrosa (Yeast extract, peptone, dextrose) 

YPGAL Extracto de levadura, peptona y galactosa (Yeast extract, peptone, galactose) 
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RESUMEN 

La síntesis de RNA a partir de DNA es un proceso conocido como transcripción y es considerado 

como el primer paso de la expresión génica. En eucariontes este proceso es llevado a cabo por al 

menos tres RNA polimerasas y consta de tres etapas: el inicio, la elongación y la terminación. La 

regulación de la expresión génica es fundamental para el desarrollo de las células y es el inicio de 

la transcripción el principal punto de control. Las RNA polimerasas no tienen la capacidad de 

reconocer el sitio de inicio de la transcripción y requieren de factores transcripcionales que las 

recluten y orienten adecuadamente al promotor, entre ellos TBP (TATA-box binding protein). Este 

factor transcripcional participa en el complejo de inicio de la transcripción de las tres RNA 

polimerasas, convirtiéndolo en un factor clave para la formación de diversos complejos. 

Adicionalmente, existen factores estructural y funcionalmente relacionados que participan 

específicamente en cada una las tres maquinarias transcripcionales, estos son los factores 

relacionados a TFIIB, entre los cuales se encuentran Rrn7, TFIIB y Brf1 que interaccionan con 

TBP y participan en la transcripción de la RNA polimerasa I, II y III, respectivamente. 

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la tricomoniasis, el parásito que origina la enfermedad 

de transmisión sexual no viral, más importante en el mundo. Este organismo es de divergencia 

evolutiva temprana y junto a otros protistas, engloban la mayor diversidad del reino eucarionte. A 

pesar de ello, los miembros de este grupo taxonómico son los menos estudiados a nivel molecular. 

En este trabajo se hace una caracterización de algunos de los factores de inicio de la transcripción 

en T. vaginalis y se divide en cuatro capítulos, en el primero se discuten las características atípicas 

de las TBPs de protistas, incluidas las de T. vaginalis. En el segundo, se realizó una descripción de 

dos TBPs en T. vaginalis. En el tercer capítulo, se profundizó sobre la unión de las TBPs con Brf1 

y su posible participación en un complejo conocido como TFIIIB en T. vaginalis. Finalmente, en 

el cuarto capítulo se hizo una descripción breve de los factores Rrn7 y TFIIB..
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ABSTRACT 

The synthesis of RNA from DNA is called transcription and is considered the first step in gene 

expression. In eukaryotes, this process is carried out by at least three RNA polymerases and 

consists of three stages: initiation, elongation, and termination. Regulation of gene expression is 

essential for cell development and transcription initiation is considered as the main checkpoint. 

These RNA polymerases are not capable to recognize the transcription start point by themselves 

and require the so-called transcription factors to recruit and position them to the promoter, among 

these is the TBP (TATA-box binding protein). This transcription factor participates in the assembly 

of the transcription initiation complexes of the three RNA polymerases, making it a key factor in 

the formation of highly diverse complexes. Furthermore, additional structural and functionally 

related factors have been described that specifically participate in each of the three transcriptional 

machineries, these factors are the so called TFIIB-related factors. Among them, Rrn7, TFIIB and 

Brf1 interact with TBP and participate in the transcription of RNA polymerase I, II and III, 

respectively. 

Trichomonas vaginalis is the causative agent of trichomoniasis, the parasite that causes the most 

important non-viral sexually transmitted disease in the world. This early divergent organism, 

together with other protists, encompasses the greatest diversity in the eukaryotic kingdom. Yet, the 

members of this taxonomic group are still among the least studied at the molecular level. 

In this work, a brief characterization of the transcription initiation factors in T. vaginalis is made 

and it is divided into four chapters: the first chapter, the atypical characteristics of protists TBPs, 

including those of T. vaginalis, are discussed. In the second chapter is the characterization of two 

TBPs from T. vaginalis. The third chapter, the binding of the TvTBPs to Brf1 and their possible 

participation in a complex known as TFIIIB in T. vaginalis, were studied in depth. Finally, in the 

fourth chapter, focuses on a brief description of the Rrn7 and TFIIB factors.  
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INTRODUCCIÓN 

El genoma de las células eucarióticas se transcribe principalmente por tres RNA polimerasas: la 

RNA polimerasa I que transcribe el RNA ribosomal (28S, 18S y el 5.8S); la RNA polimerasa II 

que transcribe la mayoría de los genes codificantes de proteínas y algunos RNAs no codificantes y 

la RNA polimerasa III que transcribe pequeños RNAs como los tRNAs, la subunidad 5S del 

ribosoma (rRNA 5S) y el snRNA U6 (Thomas y Chiang, 2006). Sin embargo, las RNA polimerasas 

no tienen la capacidad para reconocer el sitio de inicio de la transcripción y requieren de factores 

de transcripción, que las orienten al promotor. Los factores de transcripción junto con la RNA 

polimerasa conforman el complejo de preinicio de la transcripción (PIC). 

En la transcripción llevada a cabo por la RNA polimerasa II, la formación del PIC comienza con 

la unión de TFIID al promotor. TFIID es un complejo que consiste de TBP y 13 factores asociados 

a TBP (TAFs) (Juven-Gershon y Kadonaga, 2010). La proteína TBP es un componente clave 

debido a que participa en los complejos de inicio de la transcripción de las tres RNA polimerasas 

(Cormack y Struhl, 1992). 

TBP es una proteína altamente conservada desde arqueas hasta eucariontes superiores (Hernandez, 

1993) y participa en el reconocimiento del promotor a través de la unión con las cajas TATA, un 

elemento de 8 pb rico en adeninas y timinas presente en el promotor basal y cuya secuencia es 

TATAWAAR, usualmente localizado a -30 pb del sitio de inicio de la transcripción (TSS) 

(Patikoglou et al., 1999). 

La regulación transcripcional de los genes codificantes de proteínas ha sido estudiada ampliamente 

sobre todo en eucariontes superiores, lo que ha permitido la identificación de secuencias de DNA 

conservadas que permiten el inicio de la transcripción a través del reclutamiento de factores 

generales de la transcripción de manera concertada. Sin embargo, en eucariontes inferiores, dado 

su origen evolutivo, estos procesos son poco conocidos. Con la liberación de la secuenciación del 

genoma de T. vaginalis en 2007, se proporcionó una plataforma importante para las investigaciones 

moleculares y celulares, entre ellos los de transcripción. 

 

Trichomonas vaginalis 

Trichomonas vaginalis es un parásito protozoario flagelado y microaerofílico que se adhiere al 

tracto urogenital de los humanos causando tricomoniasis, la mayor infección de transmisión sexual 

no viral en el mundo (WHO, 2011). 
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Epidemiología 

T. vaginalis infecta el tracto genitourinario inferior de mujeres, así como la próstata y uretra de los 

hombres. T. vaginalis tiene un período de incubación de cinco a veintiocho días. Las mujeres con 

tricomoniasis a menudo se quejan de un flujo vaginal amarillo o verde maloliente, dispareunia, 

frecuencia urinaria, disuria, prurito o eritema vulvar. En los hombres a menudo no causa síntomas. 

Si un hombre es sintomático, el síntoma más común es la uretritis. Con menos frecuencia, los 

hombres también pueden desarrollar prostatitis y epididimitis (Bouchemal et al., 2017). La 

infección por T. vaginalis puede tener severas complicaciones, tales como partos prematuros, bajo 

peso al nacer, infertilidad, enfermedad inflamatoria pélvica atípica, aumento de la predisposición 

a la infección por el virus VIH e incremento del riesgo de cáncer cervical (Harp y Chowdhury, 

2011). 

 

Morfología y ciclo de vida de T. vaginalis 

Las células de T. vaginalis son típicamente piriformes, pero 

en contacto con las células del epitelio vaginal, el parásito 

cambia su apariencia a una forma ameboide (Petrin et al., 

1998). El tamaño de este organismo puede variar entre 9-23 x 

7 µM (en promedio 13 µm) (Harp y Chowdhury, 2011). 

Estructuralmente, posee cuatro flagelos anteriores y un quinto 

flagelo que se encuentra asociado a una membrana ondulante. 

Esta estructura es soportada por la costa (Benchimol, 2004). 

El núcleo se localiza en la parte anterior del cuerpo celular. 

Otras estructuras como el axostilo (que recorre 

longitudinalmente el cuerpo celular) y el pelto se encuentran 

formados por microtúbulos (Figura 1) (Benchimol, 2004). 

La reproducción de este parásito es a través de fisión binaria mediante un tipo especial de mitosis 

que se le conoce como cerrada o primitiva, debido a que los cromosomas no hacen contacto directo 

con los husos mitóticos durante la segregación cromosómica. Este proceso es llevado a cabo sin la 

desaparición de la membrana nuclear (Ribeiro et al., 2002). 

El ciclo de vida de T. vaginalis consiste en un solo estadio, el trofozoíto (forma replicativa) sin la 

formación de quistes. Sin embargo, la presencia de formas esféricas con internalización del flagelo, 

denominados pseudoquistes (formas no proliferativas), han sido comúnmente observados bajo 

 
Figura 1.- Morfología de Trichomonas 

vaginalis. 
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condiciones de estrés, tales como la depleción de nutrientes; aunque también se han observado 

naturalmente en el hospedero, sugiriendo que puede coexistir con las formas replicativas (Pereira-

Neves et al., 2003). Los pseudoquistes son formas no móviles que carecen de una pared quística 

verdadera. Adicionalmente, T. vaginalis carece de mitocondrias y peroxisomas. En lugar de las 

mitocondrias, el parásito obtiene energía de un organelo conocido como hidrogenosoma, una 

estructura de membrana doble típico de los amitocondriados (Kulda, 1999). Los hidrogenosomas 

carecen de citocromos y de las enzimas responsables para la cadena respiratoria mitocondrial, pero 

fermentan carbohidratos y producen hidrógeno molecular (Harp y Chowdhury, 2011), a su vez, no 

contienen DNA. El ser humano es el único hospedero de T. vaginalis y su transmisión es por 

contacto sexual. 

 

Posición filogenética de T. vaginalis 

T. vaginalis pertenece al super grupo de Excavata. Estudios filogenéticos usando a la subunidad 

grande y pequeña del RNA ribosomal indican que este organismo se encuentra entre los eucariontes 

de divergencia evolutiva temprana (Sogin, 1991; Cavalier-Smith y Chao, 1996; Sogin y Silberman, 

1998), convirtiendo a T. vaginalis en un organismo de interés para el entendimiento de la evolución 

eucariótica. La transcripción es un proceso ampliamente estudiado en animales, plantas y hongos; 

sin embargo, estos organismos no representan la gran diversidad de los eucariontes. Como se 

observa en la figura 2, el árbol filogenético demuestra que T. vaginalis es un organismo que 

divergió antes que el resto de los eucariontes, tales como hongos, plantas y animales (Quon et al., 

1994). Dada la posición filogenética de T. vaginalis es un buen modelo para comprender la 

transcripción en organismos de evolución temprana. 

 

 

 

 

Figura 2.- Árbol filogenético de tres 

reinos (Eubacteria, Arqueobacteria y 

Eucariotas) inferidos a partir de la 

similitud de secuencia de la subunidad 

16S y 18S del rRNA (Sogin, 1991).  



Caracterización de algunos factores del inicio de la transcripción en Trichomonas vaginalis 

 8 

Genoma y transcripción de T. vaginalis 

El genoma de T. vaginalis fue secuenciado por Carlton y colaboradores en 2007, describiendo que 

este parásito tiene una gran capacidad codificante; se estimaron aproximadamente 60,000 genes en 

aproximadamente 160 Mpb que se organizan en 6 cromosomas (Carlton et al., 2007). Sin embargo, 

actualmente se estiman 46,000 genes; este dato se obtuvo después de eliminar las secuencias de 

genes que parecen ser sólo fragmentos de otros (Smith y Johnson, 2011). A pesar de esto, T. 

vaginalis posee uno de los genomas más largos entre otros protistas de importancia médica (Singh 

et al., 2011). Los datos del transcriptoma actualmente disponibles indican que solo cerca de la 

mitad de los genes codificantes parecen ser expresados (Gould et al., 2013).  

La presencia de intrones solo se ha encontrado en 65 genes (Carlton et al., 2007). Los genes que 

codifican para una maquinaria de splicing, U1, U2, U4, U5 y U6 también han sido identificados 

(Simoes-Barbosa et al., 2008). Adicionalmente, el genoma de T. vaginalis contiene un gran número 

de genes que codifican histonas, entre las cuales podemos identificar a H2A, H2B, H3 y H4 (Cong 

et al., 2010). La secuencia de aminoácidos de las histonas H3 y H4 son divergentes de sus 

homólogos en eucariontes, no solo de organismos multicelulares sino también de otros protistas 

(Marinets et al., 1996).  

 

RNA polimerasas de T. vaginalis 

La RNA polimerasa I consta de 14 subunidades, la RNA polimerasa II de 12 subunidades y la RNA 

polimerasa III de 17 subunidades. En los análisis in silico realizados por el grupo de Carlton en 

2007, se identificaron diversos genes que codifican para varias de las subunidades de las tres RNA 

polimerasas (Carlton et al., 2007), indicando su funcionalidad. Adicionalmente, experimentos de 

inhibición de la transcripción usando a la toxina α-amanitina en T. vaginalis proveen evidencia de 

que hay transcripción llevada a cabo por las tres distintas RNA polimerasas (Vanácová et al., 

2001). Estas tres RNA polimerasas muestran una sensibilidad diferencial a la toxina α-amanitina. 

En metazoarios, la RNA polimerasa II es altamente sensible, mostrando una inhibición del 50 % 

en concentraciones de 2-20 µg/ml, curiosamente la RNA polimerasa II de T. vaginalis es resistente 

a estas concentraciones y alcanza el 50 % de inhibición con 250 µg/ml de esta toxina (Quon et al., 

1996). El sitio de unión de la α-amanitina se encuentra en el dominio conocido como “bridge” de 

la subunidad RPB1 de la RNA polimerasa II (Bushnell et al., 2002); sin embargo, no todos los 

residuos de este dominio están conservados en la subunidad RBP1 de T. vaginalis. Adicionalmente, 

el CTD (dominio carboxilo terminal) de RPB1 de eucariontes superiores, el cual es fosforilado y 
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participa a lo largo del proceso de la transcripción, se caracteriza por contener un heptapéptido 

YSPTSPS repetido 26 veces en levadura y 52 veces en mamíferos, mientras que el dominio C-

terminal de RPB1 de T. vaginalis consta de un dipéptido de serina-prolina repetido 19 veces 

(Vanacova et al., 2003). El número de repetidos generalmente refleja la complejidad del organismo 

(Hsin et al., 2014). A pesar de esto, se sugiere que, debido a la presencia de serinas, el CTD puede 

ser fosforilado durante el inicio de la transcripción, al igual que en eucariontes superiores 

(Vanacova et al., 2003). 

 

Elementos en los promotores de T. vaginalis 

Los promotores de T. vaginalis tienen una estructura bipartita; es decir, tienen elementos 

conservados en el promotor basal (core promoter) y elementos regulatorios río arriba (Figura 3). 

 

Promotores transcritos por la RNA polimerasa I 

 

Las secuencias codificantes de las subunidades 18S, 5.8S y 28S del ribosoma se encuentran en 

unidades repetidas en tándem y constituyen el cistrón ribosomal. Cada unidad es separada por una 

secuencia intergénica que varía en longitud entre especies. El promotor del cistrón ribosomal de T. 

vaginalis es una región compacta de aproximadamente 180 pb (-128/+50 pb), que contiene dos 

elementos; el elemento de control río arriba (UCE, por sus siglas en inglés) que se localiza a 

aproximadamente a -80 pb del sitio de inicio de la transcripción (TSS, por sus siglas en inglés) y 

el elemento central (core) a -27 pb. Ambos elementos son secuencias repetidas.(Franco et al., 

2012). El elemento de terminación de la transcripción también fue identificado a 34 pb río abajo 

de la secuencia codificante de la subunidad 28S. La función de este elemento depende de la 

polaridad, así como de la presencia del tracto de uridinas y de la estructura en forma de horquilla 

en el transcrito (Franco et al., 2012). 

 

Promotores transcritos por la RNA polimerasa II 

 

Las cajas TATA canónicas alrededor de -30 pb parecen estar ausentes en los promotores 

codificantes de proteínas de T. vaginalis (Quon et al., 1994); sin embargo, las regiones 5’UTR de 

los genes son inusualmente ricas en A+T (Liston y Johnson, 1998). En su lugar, el único elemento 

descrito del promotor basal es el elemento Inr (Initiator), el cual está altamente conservado tanto 

estructural como funcionalmente respecto a su contraparte en eucariontes superiores y parece ser 
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el responsable del reconocimiento adecuado del promotor (Liston et al., 1999). El Inr de T. 

vaginalis es un elemento de 13 nucleótidos, cuya secuencia consenso es TCA+1YTWYTCATTA, 

donde la adenosina representa la posición +1 (Quon et al., 1994) y se localiza alrededor de 20 

nucleótidos río arriba del codón de inicio. Este elemento parece estar presente en ~75 % de los 

promotores de genes codificantes de proteínas (Carlton et al., 2007). 

La señal de poliadenilación en los mRNAs de T. vaginalis es un tetranucleótido (UAAA), a 

diferencia del hexanucléotido de eucariontes superiores (AAUAAA). Adicionalmente esta señal, 

muchas veces se encuentra sobrepuesta con el codón de paro (TAA). Asimismo, se identificó el 

sitio de procesamiento Y(A)2-5UU y la presencia de la región rica en adeninas en el 3’UTR de 

la secuencia codificante (Fuentes et al., 2012). 

 

Promotores transcritos por la RNA polimerasa III 

 

Mediante análisis in silico por homología se identificaron algunos elementos del promotor del gen 

5S de T. vaginalis: el elemento de control interno (ICE, por sus siglas en inglés) que consta de la 

caja A [5’-N(G/C)(C/T)(C/T)AANCNNNNNNN-3’], el elemento intermedio [IE: 5’-

(C/G)NN(G/A)(G/A)N-3’] y la caja C [5’NNG(G/A)TGGGNG(T/A)CCN(C/T)NNG-3’] (Torres-

Machorro et al., 2006). Adicionalmente, se identificaron elementos regulatorios río arriba similares 

al elemento del sitio de inicio (SSE:5’-AAACTATC-3’) y al elemento del promotor río arriba 

(UPE: 5’-TGCG-3’) comunes en las secuencias del 5S de la levadura Saccharomyces cerevisiae. 

La transcripción del gen 5S termina con una secuencia de timinas (Torres-Machorro et al., 2006). 

El promotor de U6 presenta un elemento en la posición -28 con similitud a una caja TATA canónica 

y 6 residuos de timina en la secuencias 3’UTR (Simoes-Barbosa et al., 2008). 
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Figura 3.- Promotores transcritos por la RNA polimerasa I, II y III de T. vaginalis. El 

promotor del cistrón ribosomal transcrito por la RNA polimerasa I contiene a los elementos UCE 

(por sus siglas en inglés de Upstream Control Element) a -74 pb y el core a -27 pb; el sitio de 

termino de la transcripción se encuentra a 34 pb de la secuencia codificante 28S. Los promotores 

de genes codificantes de proteínas transcritos por la RNA polimerasa II, contienen un elemento Inr 

alrededor del sitio de inicio de la transcripción. Adicionalmente se señala el codón de inicio (ATG), 

el codón de paro (TAA) que coincide con la señal de poliadenilación (UAAA) en el mRNA. El 

sitio de procesamiento del mRNA Y(A)2-5UU, también se encuentra señalado. Los promotores 

de los genes que codifican para el 5S y el U6 son transcritos por la RNA polimerasa III, el promotor 

5S tiene dos elementos río arriba: UPE (por sus siglas en inglés de Upstream Promoter Element) y 

el SSE (por sus siglas en inglés de Star Site Element), adicionalmente se han identificado un 

elemento de control interno (ICE) conformado por la caja A, un elemento intermedio (IE) y la caja 

C. El promotor de U6 contiene una caja TATA putativa a -28 pb del sitio de inicio de la 

transcripción que se encuentra indicado con una flecha en cada caso. 

 

Factores de transcripción en T. vaginalis 

En el genoma de T. vaginalis se encuentran anotados dos genes putativos que codifican para TBP 

(Carlton et al., 2007), a pesar de ello, la ausencia de cajas TATA canónicas y los análisis sobre los 
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promotores sugieren que la caja TATA no es usada para dirigir la transcripción de los promotores 

codificantes de proteínas de T. vaginalis (Liston y Johnson, 1999). Adicionalmente, en el genoma 

se han identificado otros factores generales de la transcripción, entre ellos, la mayoría de los 

factores asociados a TBP, los genes que codifican para los factores transcripcionales TFIIB, TFIIE, 

TFIIF y algunas subunidades de TFIIH, TFIIA se encuentran aparentemente ausente (Carlton et al., 

2007). El mediador es un complejo multiproteico requerido para la transcripción de la RNA 

polimerasa II. El mediador tiene interacción con activadores o represores de la transcripción y con 

factores generales de la transcripción. Mediante análisis del genoma de T. vaginalis se han 

identificado 44 subunidades putativas del mediador (Bourbon, 2008). 

 

IBP39 como un factor de transcripción especializado de T. vaginalis 

El elemento Inr en otros organismos es reconocido por las proteínas TAF1 y TAF2 que forman 

parte del complejo TFIID (Smale y Kadonaga, 2003), mientras que la proteína IBP39 (39 kDa 

Initiator Binding Protein) de T. vaginalis, de la cuál no se han encontrado ortólogos, se identificó 

como una proteína que se une a este elemento (Liston et al., 2001). IBP39 es una proteína nuclear 

que consta de dos dominios conectados por una región sensible a proteasas (Figura 4A) (Liston 

et al., 2001; Lau et al., 2003). El dominio N-terminal o IBD (Inr Binding Domain) de 14.5 kDa es 

el responsable del reconocimiento del elemento Inr (Figura 4A y 4B) (Liston et al., 2001; Lau 

et al., 2003; Schumacher et al., 2003), mientras que el dominio C-terminal de 24.5 kDa es 

responsable del reclutamiento de la RNA polimerasa II al sitio de inicio de la transcripción, 

mediante su interacción con el CTD de la RNA polimerasa II (Figura 4A y 4C) (Schumacher et al., 

2003; Lau et al., 2006). La estructura de IBP39 ha sido reportada en presencia y ausencia del 

elemento Inr (Schumacher et al., 2003). La estructura del IBD tiene características híbridas entre 

el dominio de unión a DNA procarionte hélice-vuelta-hélice (HTH, Helix-Turn-Helix) y el dominio 

de unión a DNA eucarionte (ETS, E26 Transformation-Specific) sin tener identidad de secuencia 

con estos dominios de unión a DNA (Schumacher et al., 2003). En el proteoma de T. vaginalis se 

han identificado al menos 100 proteínas con el dominio IBD (Iyer et al., 2008). Estos datos 

sugieren que el IBD es un motivo de unión a DNA específico de linaje. La presencia de IBP39 hace 

posible que en Trichomonas exista un mecanismo único de reconocimiento del promotor. 
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Figura 4.- Estructura de IBP39. A) Modelo de IBP39 (verde) unido al DNA (café), ambos 

dominios de IBP39 se encuentran unidos por una secuencia espaciadora (linker) sensible a 

proteasas (azul), a su vez se remarca el CTD de la polimerasa (rojo) y al núcleo (core) de la RNA 

polimerasa II (gris). B) Estructura del N-terminal de IBP39 (verde), remarcando los motivos (rosa) 

involucrados en el reconocimiento al DNA (café). C) Estructura del dominio C-terminal de IBP39 

(verde), unida al dominio C-terminal (rosa) de la RNA polimerasa II (Tomada de Marmorstein, 

2003). 

 

Expresión regulada por hierro 

Para T. vaginalis, el hierro es esencial para el metabolismo y la presencia de este elemento en el 

medio que habita, determina la expresión de fenotipos múltiples de virulencia, tales como la 

citoadherencia (Lehker et al., 1991), mecanismo por el cual múltiples proteínas son expresadas en 

la superficie celular de T. vaginalis, permitiendo la adhesión a las células del epitelio vaginal. 

Estudios basados en la expresión de genes ante la presencia de hierro en el medio de cultivo, han 

permitido determinar el papel del gen ap65-1, el cual codifica una enzima málica de 65 kDa, 

involucrada en la citoadherencia del parásito. El gen de ap65-1 se regula por la unión de proteínas 

tipo Myb (Myb1 y Myb2) a dos elementos en el promotor: MRE-1/MRE-2r y MRE-2f (Tsai et al., 

2002). Adicionalmente, una búsqueda de elementos en cis en los promotores de T. vaginalis, 

permitió identificar algunos motivos en diversos promotores: el motivo 1 (TCAYTTYY), cuya 

secuencia coincide con el elemento Inr, el motivo 3 (DRCSGYTD) y el motivo 5 (GDCCTTYY) 
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(Smith et al., 2011). El motivo 5 (M5) se encuentra principalmente en genes ribosomales, mientras 

que los motivos 1 y 3 (M1 y M3), se encuentran en promotores de una variedad de genes. Una 

proteína nuclear se une específicamente al M3, por lo cual se le ha llamado M3BP (Motif 3 Binding 

Protein) (Figura 5) (Smith et al., 2011). El genoma de T. vaginalis codifica cerca de 400 genes con 

dominios de unión a DNA con un plegamiento Myb (Iyer et al., 2008). A la fecha, no se ha 

identificado la proteína de unión del elemento M5. 

 

Figura 5.- Elementos del promotor y proteínas de T. vaginalis involucradas en la 

transcripción de la RNA polimerasa II. Los factores de transcripción, los complejos 

transcripcionales, la posición de los nucleosomas y las secuencias en los promotores se 

determinaron mediante ensayos bioquímicos y bioinformáticos. Abreviaturas: RNAPII= RNA 

polimerasa II, IIF= TFIIF, IIH= TFIIH, IIE= TFIIE, MED= Mediador (Tomado de Smith and 

Johnson, 2011). 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar a las proteínas que conforman a los complejos de inicio de la transcripción en T. 

vaginalis. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Identificar mediante análisis in silico a posibles factores transcripcionales que formen parte de 

los complejos de preinicio de la transcripción en T. vaginalis. 

2. Analizar las interacciones proteína-proteína y DNA-proteína de los posibles factores 

transcripcionales identificados. 

3. Estudiar la función de algunos de estos posibles factores transcripcionales por 

complementación de mutantes de levadura.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo de T. vaginalis 

Una alícuota de T. vaginalis proveniente del aislado CNCD147 (Alvarez-Sánchez et al., 2000) se 

cultivó en medio TYM (20 % de BactoTM triptona, 10 % de extracto de levadura, 5 % de maltosa, 

1 % de L-cisteína, 0.8 % de KH2PO4, 0.8 % de K2HPO4 y 0.2 % de ácido ascórbico) pH 6.2, 

suplementado con suero de caballo inactivado al 10 %. Los parásitos se crecieron a 37 ºC según se 

ha descrito previamente (Diamond, 1957; Clark y Diamond, 2002). 

 

Extracción de DNA genómico de T. vaginalis 

25 ml de parásitos se cultivaron hasta fase logarítmica (entre 2 a 2.5 x 106 células/ml 

aproximadamente). Las células se recolectaron por centrifugación a 3000 rpm, a 4 ºC durante 10 

minutos y se lavaron con 20 ml de PBS 1X (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl, 4.3 mM de 

Na2HPO4, 1.47 mM de KH2PO4) frío. Las células se resuspendieron en 4 ml de PBS 1X y se 

transfirieron a 4 tubos de 1.5 ml. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 1 

min para retirar el sobrenadante. A cada tubo se le agregaron 300 µl de amortiguador de extracción 

(0.2 % de SDS, 100 mM de NaCl, 10 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCl, pH 8) y 300 µl de fenol 

y se agitaron en el vórtex a velocidad media durante 30 segundos. Posteriormente, los tubos se 

centrifugaron a máxima velocidad durante 5 min. La fase superior se transfirió a otro tubo de 1.5 

ml adicionando 300 µl de fenol y 300 µl de cloroformo. Los tubos se agitaron en vórtex y 

centrifugaron a la misma velocidad. El sobrenadante se pasó a otro tubo y se le agregó 500 µl de 

cloroformo, se agitó nuevamente en el vórtex y se centrifugó. El sobrenadante se transfirió a otro 

tubo para precipitar el DNA con 1 ml de etanol absoluto y 40 µl de acetato de sodio 3 M. El DNA 

se recolectó por centrifugación a 14,000 rpm durante 15 min. El etanol restante se retiró y el botón 

se lavó con etanol al 70 % frío. El tubo se centrifugó nuevamente para retirar los restos de etanol. 

Finalmente, el DNA se resuspendió en amortiguador TE (10 mM de Tris-HCl, pH 8; 0.1 mM de 

EDTA) y se agregaron 0.5 µl de RNasa (2 mg/ml) y se incubó durante 30 min a 37 ºC. El DNA se 

conservó a -20 ºC hasta su uso. De esta extracción se obtuvieron 4 alícuotas y se usaron para la 

obtención de todas las amplificaciones requeridas de T. vaginalis. 
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Modelado de las estructuras terciarias 

Los modelos estructurales de las TBPs del capítulo I corresponden a los cristales 1YTB y 4B0A 

obtenidos de la base de datos RCSB PDB. 

Los modelos de las TBPs de protistas corresponden a las secuencias C-terminal deducidas por 

alineación de las secuencias de Acanthamoeba castellanii (AcTBP, P26354), Entamoeba 

histolytica (EhTBP1: P52653, EhTRF1: C4M7H7), Plasmodium falciparum (P32086), 

Cryptosporidium parvum (Q6SEL4), Trichomonas vaginalis (TvTBP1: A2DQT7, TvTBP2: 

A2G4N7), Giardia lamblia (Q86GG9), Crypthecodinium cohnii (Q945B3), Trypanosoma brucei 

(Q387R9), Trypanosoma cruzi (TcTBP_E, haplotipo esmeraldo: Q4D013, TcTBP_NE, haplotipo 

no esmeraldo: Q4DK05), Leishmania major (Q4QD71) y Leishmania tarentolae (Q2TCV3). Las 

secuencias se analizaron en el programa HHPred de la plataforma“Bioinformatics Toolkit”, donde 

se dedujo que el mejor templado correspondía al cristal 4B0a de S. cerevisiae. Los modelos se 

obtuvieron mediante modelado por homología mediante el programa Modeller incluido en esta 

plataforma, usando como templado la estructura obtenida por cristalografía de rayos X de S. 

cerevisiae (4B0A)  

Todos los modelos mostrados en esta tesis se visualizaron, orientaron y colorearon usando el 

programa UCSF Chimera, excepto los modelos que muestran el potencial electrostático de las 

TBPs de protistas que se obtuvieron mediante el programa PyMOL. 

 

Obtención de Extractos proteicos de T. vaginalis 

A partir de 50 ml de cultivo de T. vaginalis (~ 2 millones de parásitos) se cosecharon las células 

por centrifugación a 3,000 rpm durante 10 min a 4 ºC. Las células se lavaron dos veces con PBS 

1X frío y se resuspendió en 1 ml de amortiguador de lisis (10 mM de HEPES-KOH, pH 7.9; 1.5 

mM de MgCl2, 10 mM de KCl, 0.2 mM de PMSF, 0.5 mM de DTT y 1 X de inhibidores de 

proteasas). Las células se transfirieron a un homogenizador de vidrio tipo Dounce (Wheaton) y se 

incubaron en hielo por 30 min). Las células se lisaron con 20 golpes usando el pistilo “tight” 

procurando no generar espuma. El lisado se centrifugó a 14,000 rpm durante 10 min a 4 ºC. El 

sobrenadante (fracción citoplasmática) se transfirió a un tubo nuevo, mientras que el pellet se 

resuspendió en 500 µl de amortiguador de extracción (20 mM de HEPES-KOH pH 7.9; 400 mM 

de NaCl, 1 mM de EDTA pH 8, 1 mM de EGTA pH 8, 1 mM de PMSF, 1 mM de DTT y 1 X de 

inhibidores de proteasas) y se agitó a velocidad máxima en el vórtex durante 30 min a 4 ºC. La 
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fracción nuclear se obtuvo mediante centrifugación a 14,000 rpm durante 30 min a 4 ºC. Los 

extractos se usaron inmediatamente. 

 

Localización celular  

Previamente se obtuvieron extractos de T. vagina lis en dos fracciones, la fracción citosólica y la 

fracción nuclear, las cuales se cargaron en un gel de poliacrilamida al 12 %. El gel se transfirió a 

una membrana de PVDF. Un inmunblot se realizó utilizando el anticuerpo anti-TvTBP1 con un 

título 1:500, posteriormente se realizó un inmunoblot usando el anticuerpo anti-H3 1:1,000. 

 

Formación de Dímeros 

Cantidades similares de las proteínas recombinantes purificadas 6xHis-TvTBP1 y 6xHis TvTBP2 

se trataron con amortiguador de carga sin β-mercaptoetanol (250 mM de Tris-HCl pH 6.8, 20 % 

de glicerol, 0.4 % de SDS y azul de bromofenol) y con β-mercaptoetanol (250 mM de Tris-HCl pH 

6.8, 20 % de glicerol, 0.4 % de SDS, 286 mM de β-mercaptoetanol y azul de bromofenol), cargadas 

en un gel de poliacrilamida al 12 % con 0.4 % de SDS y corridas en amortiguador de corrida 1X 

(25 mM de Tris, 192 mM de glicina y 0.1 % de SDS). Adicionalmente, 15 µl de extractos nucleares 

de T. vaginalis se trataron con amortiguador sin β-mercaptoetanol y corridos bajo las mismas 

condiciones antes mencionadas. El gel se transfirió a una membrana de PDVF y se realizó un 

inmunoblot tipo western blot usando el anticuerpo anti-TvTBP1 con una dilución 1:500 para los 

extractos de T. vaginalis y la sonda HisProbe-HRP con una dilución 1:3,000 para las proteínas 

recombinantes. 

 

Coprecipitación mediante la etiqueta de GST 

A partir de 100 ml de cultivo inducido se obtuvieron los paquetes celulares, los cuales se 

resuspendieron en 4 ml de amortiguador de resuspensión (20mM de Tris-HCl, pH8; 1 mM de 

EDTA). La lisis se inició agregando 40 µl de lisozima (1mg/ml) y 0.5 µl de nucleasas benzonasa 

(250 U). La suspensión se dejó incubando 30 min a 4 ºC. Posteriormente se agregaron 500 µl de 

amortiguador de unión (PBS 10 X, pH 7.4) y 500 µl de agua bidestilada estéril. La suspensión se 

incubó 30 min a temperatura ambiente. Los lisados se obtuvieron centrifugando a 10,000 x g a 4 

ºC. Los lisados que expresan a la proteína recombinante con la etiqueta de GST (GST-IBP39, GST-

TvBRF1, GST-RRN7, GST-TFIIB o GST solo) se incubaron con perlas de glutatión sefarosa por 
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30 minutos a temperatura ambiente. Seguidos por incubación con el lisado celular que expresa la 

proteína recombinante con etiqueta de histidinas (6xHis-IBP39, 6xHis-TvTBP1, 6xHis-TvTBP2 o 

6xHis-TvBDP1) por 30 minutos a temperatura ambiente. Después de cada incubación, las perlas 

se lavaron tres veces con 500 µl de PBS 1X, un cuarto lavado se realizó en 50 µl de PBS 1X. Los 

complejos proteicos se eluyeron de las perlas mediante incubación con 10 mM de glutatión 

reducido por 10 min. La detección se realizó con el anticuerpo anti-GST y HisProbe-HRP (Pierce). 

 

Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) 

1. Preparación de la sonda 

La reacción de amplificación se realizó en 100 µl (10 µl de Amortiguador 10X (-MgCl2), 3 µl de 

MgCl2 50mM, 2 µl de dCTP 10 mM, 2 µl de dGTP 10 mM, 2 µl de dTTP 10 mM, 2 µl de dATP 1 

mM, 10µCi de dATP32, 200 ng de cada oligonucléotido, 0.5 µl de enzima Taq polimerasa, c.b.p 

de agua bd). Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: desnaturalización inicial: 94ºC 

por 5 min, 30 ciclos con desnaturalización a 94ºC por 45s, alineamiento a 54ºC (o dependiento de 

la temperatura de alineamiento requerida) por 30s y extensión a 72ºC por 30s, extensión final a 

72ºC por 5 min. La purificación de la sonda se realizó usando una columna empacada con Sephadex 

G50 en amortiguador TE: se le hicieron pequeños agujeros a un tubo de 0.5 ml en el fondo. 

Posteriormente, se colocó fibra de vidrio estéril en el fondo del tubo. Se llenó el tubo con Sephadex 

G50 y se colocó sobre un tubo de 1.5 ml. El tubo se centrifugó a 4000 rpm por 2 minutos y se 

descartó el líquido. La resina en la columna debe lucir uniforme. La sonda marcada se cargó sobre 

la columna contenido en un tubo limpio de 1.5 ml y se procedió a centrifugar nuevamente a 4000 

rpm por 2 min. Se recuperó la sonda del fondo del tubo y se procedió a cuantificarla. Se usaron 

aproximadamente 10,000 cpm por reacción de unión. 

Las sondas no radioactivas se obtuvieron mediante amplificación por PCR y oligonucleótidos 

específicos. Todas las sondas se purificaron a través de columnas de sephadex G50 y cuantíficadas. 

Se usaron de 200 a 500 ng de DNA para cada ensayo. 

 

2.- Preparación de las proteínas 

Las proteínas se obtuvieron y cuantificaron el mismo día del ensayo. Las proteínas recombinantes 

se purificaron por columna de afinidad utilizando perlas de sepharosa recubiertas de glutatión (para 

proteínas con etiquetas de GST) o níquel (para proteínas con etiqueta de 6xHis).  
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Para el ensayo del complejo TFIIIB del capítulo III, las proteínas solas o en complejo se obtuvieron 

por coprecipitación utilizando la columna de afinidad de níquel. La proteína GST-BRF1, se une a 

la columna de níquel por si sola, por lo que para la obtención de esta proteína en estos ensayos, se 

usó indistintamente esta columna. Las proteínas se cuantificaron usando una curva de BSA como 

referencia. Los ensayos se realizaron con aproximadamente 500 ng de proteína 

 

3.-Preparación de la reacción de unión 

Concentraciones similares de proteínas recién purificada (se incubaron con la sonda en 

amortiguador de unión (10 mM de HEPES pH 7.9, 4 mM de MgCl2, 5 mM sulfato de amonio, 8% 

(v/v) de glicerol, 2 % (w/v) de PEG, 55 mM de KCl, 5 mM de -mercaptoethanol, 0.2 mM de 

EDTA y 0.2 mM de PMSF) durante 20 min a temperatura ambiente. Las muestras se cargaron en 

un gel nativo de acrilamida-bisacrilamida 29:1 al 4.5 % con 2.5 % (v/v) de glicerol. Se usó como 

amortiguador de corrida TBE al 0.5 X. Los geles se precorrieron durante 30 min antes de cargar 

las muestras. En algunos ensayos se usó 10,000 cpm de sonda radioactiva marcada por PCR usando 

[-32P] ATP y previamente purificada usando sephadex G50, mientras que para otros ensayos, el 

DNA se observó usando tinción con bromuro de etidio, en estos casos se usaron de 200 a 500 ng 

DNA. 

 

Generación de las cepas mutantes 

1.- Obtención del casete KANMX: 

El análisis, diseño y generación de las mutantes estuvo supervisado por la técnico de laboratorio 

(M.C. Karla López Pacheco). Primero se revisó el número de anotación de los genes a estudiar en 

la base de datos de S. cerevisiae (SGD) y se obtuvo la secuencia genómica de los mismos con los 

extremos 5’UTR y 3’UTR. Los genes de TFIIB (SUA7 / YPR086W), BRF1 (YGR246C) y RRN7 

(YJL025W) se buscaron en la base de datos “Saccharomyces Genome Deletion project” donde se 

indica que los tres genes son esenciales, motivo por el cual se usó la cepa de levadura diploide 

BY4743 (MATa/α his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 LYS2/lys2Δ0 met15Δ0/MET15 ura3Δ0/ura3Δ0). 

La mutagénesis de uno de los alelos se realizó por recombinación homóloga. Para ello, se diseñaron 

los oligonucleótidos requeridos para amplificar la secuencia del casete de KANMX que además 

contenían en sus extremos 5’ y 3’ las secuencias 5’UTR y 3’UTR del gen a intercambiar. El DNA 

transformante se obtuvo mediante amplificación 
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usando como templado el plásmido pFA6a-kanMX4, que contiene el casete de KANMX y los 

oligonucleótidos antes mencionados. Los fragmentos de DNA se corrieron en un gel de agarosa 

para verificar el tamaño, posteriormente cada fragmento de DNA se purificó y cuantificó.  

 

2.- Transformación de la cepa de levadura 

Se inocularon 10 ml de YPD (Yeast extract, peptone, dextroxe) con una colonia de la cepa BY4743 

y se incubó a 30 ºC con agitación constante durante 12 horas. El cultivo se cosechó por 

centrifugación a 3,000 rpm durante 5 min. Las células se resuspendieron en 10 ml de agua 

bidestilada estéril y se cuantificaron por densidad óptica. 50 ml de YPD se inocularon a partir del 

cultivo anterior, para tener una densidad óptica inicial de 0.1. El cultivo se incubó en agitación 

constante a 30 ºC hasta alcanzar una densidad óptica de 0.3. Posteriormente, las células se 

colectaron a 3,000 rpm durante 5 min, el sobrenadante se desechó y las células se resuspendieron 

en 1 ml de agua y se trasvasaron a un tubo de 1.5 ml. Las células se lavaron con 800 µl de solución 

TEL (Amortiguador TE 1 X, pH 7.5; 100 mM de acetato de litio). Posteriormente, las células se 

centrifugaron y se retiró el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 200 µl de solución TEL. 

Se usaron 50 µl de la suspensión por cada evento de transformación. A cada tubo se le adicionó 50 

µg de DNA transformante (casete de KANMX correspondiente), 10 µl de DNA de esperma de 

salmón (10 mg/ ml) (previamente hervido durante 5 minutos y enfriado) y 300 µl de la solución 

TELP (Amortiguador TE 1 X, pH 7.5; 100 mM de acetato de litio, 40 % de PEG 4,000). Las células 

se mezclaron por agitación suave en vórtex y se incubaron 30 min a 30 ºC en agitación (250 rpm). 

40 µl de DMSO (Dimetilsulfóxido) se añadieron justo antes del choque térmico a 42 ºC por 15 

minutos. Posteriormente, las células se centrifugaron a 14,000 rpm para retirar el sobrenadante y 

se resuspendieron en 200 µl de YPD. Las células se platearon en cajas de YPD + geneticina (200 

µg/ml) e se incubaron a 30 ºC hasta ver crecimiento. Cada colonia obtenida se estrió 3 veces en 

cajas de YPD + geneticina. Se obtuvieron 5 colonias de la cepa brf1::KANMX, 4 colonias de la 

cepa tiib::KANMX y 1 de la cepa rrn7::KANMX. Finalmente, alícuotas de cada cultivo se 

almacenaron a -70 ºC. Se usó la cepa marcada como 1 en cada caso. 

 

3.- Extracción de DNA genómico de levadura 

Una colonia aislada se inoculó en 10 ml de medio YPD (Yeast extract, peptone, dextrose) y se 

incubó a 30 ºC toda la noche. Las células se colectaron por centrifugación a 6,000 rpm por 10 min 
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y se lavaron en 2 ml de agua bidestilada estéril. Las células se resuspendieron con 200 µl de 

amortiguador TE (10 mM de Tris-HCl, pH 8; 0.1 mM de EDTA, pH 8) y 40 µl de RNasa A (10 

mg/ml) y se incubaron a 50 ºC por 15 min. Posteriormente, las células se recolectaron por 

centrifugación y se resuspendieron en 200 µl de solución A (2 % de Tritón X-100, 1 % de SDS, 

100 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCl, pH 8; 1 mM de Na-EDTA), 200 µl de solución B recién 

preparada [Fenol: CHCl3: alcohol isoamílico (25:24:1)] y 300 µl de perlas de vidrio (425-600 µm) 

a cada muestra. Las células se lisaron mediante agitación en vórtex a velocidad máxima durante 4 

min. A la suspensión se le adicionó 200 µl de amortiguador TE y se agitó nuevamente a velocidad 

máxima durante 1 min. La fase acuosa se recuperó mediante centrifugación a 14,000 rpm por 5 

min. Se agregaron 400 µl de solución B a la suspensión celular y se agitó en vórtex a máxima 

velocidad por 30 segundos. La muestra se centrifugó a 14,000 rpm por 5 min para recuperar la fase 

acuosa. Se agregaron 400 µl de cloroformo y se agitó en vórtex a máxima velocidad por 30 

segundos. El DNA se precipitó durante 30 min en 1 ml de etanol absoluto y 10 µl de acetato de 

amonio 4 M. Se eliminó el sobrenadante de la muestra y se lavó con etanol al 70 %. El DNA se 

resuspendió en 50 µl agua bidestilada estéril y se guardó a -20 ºC. 

 

4.- Comprobación de la cepa 

Para demostrar la integración del casete KANMX al genoma de la levadura, se realizó una 

amplificación mediante PCR usando un oligonucleótido que se ancla en el extremo 5’UTR de cada 

gen y un oligonucleótido que se ancla de manera interna en el casete de KANMX y como templado 

DNA genómico extraído de cada cepa obtenida. Los tamaños de los amplicones esperados son los 

siguientes: para la cepa rrn7::KANMX (614 pb), para la cepa de tiib::KANMX (589 pb) y para la 

cepa de brf1::KANMX (571 pb). Dado que los genes a estudiar son esenciales es necesario que 

solo uno de los alelos esté mutado, mientras que el otro debe estar íntegro para conservar la 

viabilidad de la cepa. Para demostrar que sólo uno de los alelos se intercambió por el casete de 

KANMX se realizó otra amplificación usando oligonucleótidos que se anclan en el extremo 5’UTR 

y el extremo 3’UTR, de manera que se deberán amplificar dos productos, el correspondiente al 

alelo con KANMX y el alelo sin mutar. Los tamaños esperados de los amplicones para cada cepa 

fueron los siguientes: para la cepa rrn7::KANMX (alelo sin mutar: 2,121 pb, alelo mutado: 2,122 

pb), para la cepa de tiib::KANMX (alelo sin mutar: 1,693 pb, alelo mutado: 2,201 pb) y para la 

cepa de brf1::KANMX (alelo sin mutar: 2,399 pb, alelo mutado: 2,154 pb). Debido a que en 

algunos casos no se pudieron observar dos diferentes amplicones por diferencia de tamaño para las 
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cepas rrn7::KANMX y brf1::KANMX. El producto obtenido de la amplificación de la cepa 

rrn7::KANMX se digirió con la enzima SpeI y se corrió un gel de agarosa para visualizar los 

productos de la digestión, donde se observaron fragmentos de DNA con los siguientes tamaños 

esperados (1872 pb, 1105 pb, 1016 pb y 250 pb). El producto obtenido de la amplificación de la 

cepa brf1::KANMX se digirió con la enzima NdeI y se corrió un gel de agarosa para visualizar los 

productos de la digestión, donde se observaron fragmentos de DNA con los siguientes tamaños 

esperados (2,154 pb, 1,680 pb y 719 pb). Todos estos datos corroboraron que se obtuvieron las 

cepas tiib::KANMX, brf1::KANMX y rrn7::KANMX, con un alelo íntegro y con otro alelo que 

contiene el casete de KANMX. 

 

Inducción de la esporulación de las cepas mutantes 

Las cepas mutantes se estriaron en medio rico de pre-esporulación (8 g/l de extracto de levadura, 

3 g/l peptona, 100 g/l de dextrosa anhidra, 20g/l de agar) y se incubaron a 30 ºC durante 3 a 5 días. 

Posteriormente se estriaron en medio mínimo de esporulación (10 g/l de acetato de potasio, 5 mg/l 

de histidina, 25 mg/l de leucina y 20g/l de agar) y se incubaron a 30 ºC hasta observar esporas. Las 

cepas alcanzan aproximadamente un 30 % de esporulación.  

La disección de las tétradas se realizó mediante un micromanipulador. Las células se recuperaron 

en medio rico YPD a 30ºC. Posteriormente, las células se crecieron en medio rico YPD en presencia 

o ausencia de geneticina G418. 

 

Doble Híbrido 

Obtención de los plásmidos 

Los plásmidos pEG2020-TvTBP1 y pEG202-TvTBP2 se clonaron previamente (M. en C. Lluvia 

Rosas Hernández), así como el plásmido pEG202-TvBRF1 (M. en C. Karla López Pacheco). 

Para el ensayo de doble híbrido, el marco de lectura abierto de TvBRF1 se clonó en el plásmido 

pJG4-5, el cual expresa a TvBRF1 como una proteína recombinante fusionada al dominio de 

activación “acid blob B42” (AD) bajo el control de un promotor inducible GAL1. El plásmido 

pJG4-5 contiene un gen TRP1 para la selección de las transformantes. TvBDP1 se clonó en el 

plásmido pJG4-5 y en el plásmido pEG202, que es un plásmido de expresión para la obtención de 

proteínas “carnada” que expresa proteínas como una fusión al dominio de unión de DNA de LexA 

(BD) bajo el control del promotor ADH1; este plásmido contiene el marcador de selección de HIS3. 
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Todas las construcciones se verificaron por secuenciación de DNA y se transformaron a la cepa 

EGY48 usando el protocolo de transformación con acetato de litio. La cepa EGY48 contiene un 

sistema de reportero el cual le confiere protrofía a leucina cuando el operador de LexA es activado 

a través de la interacción de dos proteínas (el gen de LEU2 bajo el operador de LexAop). 

Adicionalmente, un plásmido reportero se co-transformó. El plásmido pSH18 que contiene el 

reportero de lacZ bajo el operador de LexA insertado en el promotor GAL1. Este plásmido contiene 

al gen URA3 para la selección de las transformantes. 

 

Obtención de las cepas de levadura transformadas 

A partir de un precultivo de la cepa EGY48 (MAT, his3, trp1, ura3, LeXAop(x6)-LEU2), se 

inoculó un cultivo en 50 ml en medio rico YPD y se creció en agitación constante a 30 ºC hasta 

alcanzar una D.O. entre 0.3 y 0.4 a 600 nm. Alcanzado este punto, el cultivó se trasvasó a un tubo 

estéril de 50 ml y se centrifugó a 6,000 rpm durante 10 min a 4 ºC. Se retiró el sobrenadante y se 

lavaron las células dos veces con 10 ml de agua estéril. El botón celular se resuspendió en 1 ml de 

agua estéril y se transfirió a un tubo de 1.5 ml estéril. Se retiró el líquido excedente mediante 

centrifugación a 14,000 rpm por 10s. Posteriormente, se adicionó 400 µl de agua, 50 µl de acetato 

de litio y 50 µl de amortiguador TE y se resuspendieron las células. Se usaron 50 µl de esta 

suspensión por cada evento de transformación. A cada tubo se le agregó 10 µl de esperma de 

salmón (10 mg / ml) previamente hervido durante 5 min, 300 µl de PEG al 40 % y 200 ng del DNA 

transformante (el plásmido reportero pSH18 y el plásmido pJG4-5 o pEG202 según 

correspondiera). Las células se incubaron por 30 min a 30 ºC. Después de la incubación, las células 

se incubaron a 42 ºC por 15 min. Se centrifugaron a 14, 000 rpm durante 10 s y se desechó el 

sobrenadante. Las células se resuspendieron en 180 µl de agua estéril y se platearon en cajas con 

medio según correspondiera.  

Las células transformantes positivas de levadura se seleccionaron en medio mínimo 

complementado con dextrosa en ausencia de triptófano, uracilo e histidina y leucina (para la 

selección de los plásmidos pEG202 pJG4-5 y pSH18) o según correspondiera. Se realizaron tres 

pases de cada cepa transformada. 
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Goteos 

Se inocularon 10 ml de medio de cultivo (según correspondiera) de tres clonas de cada cepa 

transformada y se dejaron creciendo a 30ºC hasta alcanzar una densidad óptica de 0.6 a 600 nm. A 

partir de estos cultivos se realizaron diluciones seriadas 1:5, 1:50 y 1:125 y se mantuvieron en hielo 

todo el tiempo. 3 µl de cada dilución se gotearon en cajas con medio mínimo suplementado con 

galactosa (para las células transformantes que contienen los tres plásmidos), medio mínimo 

suplementado con galactosa e histidina (para las transformantes sin el plásmido pEG202) o medio 

mínimo galactosa y triptófano (para las células transformantes sin el plásmido pJG4-5) y cajas con 

medio mínimo galactosa suplementado con leucina y X-gal (para las células transformantes que 

contienen los tres plásmidos), medio mínimo galactosa suplementado con leucina, histidina y X-

gal (para las transformantes sin el plásmido pEG202) y medio mínimo galactosa suplementado con 

leucina, triptófano y X-gal (para las células transformantes sin el plásmido pJG4-5). Las 

interacciones positivas proteína-proteína se evaluaron a través de dos diferentes condiciones: (1) 

la expresión de LEU2 permite que las transformantes crezcan en medio mínimo suplementado con 

galactosa en ausencia de leucina. (2) la expresión del reportero lacZ permite el desarrollo de 

colonias azules en presencia de 40 µg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactósido (X-Gal). 

Adicionalmente, la afinidad de la interacción puede ser cuantificada mediante la medición de la 

actividad de -galactosidasa. 

 

Ensayo de actividad -galactosidasa 

Los cultivos celulares de cada cepa transformante se crecieron en medio mínimo suplementado con 

galactosa al 2 % y rafinosa al 0.1 %, en ausencia de triptófano, histidina y uracilo, hasta alcanzar 

una D.O. de 0.6. Posteriormente las células se recolectaron por centrifugación a 6,000 rpm durante 

10 min y se lavaron con agua bidestilada estéril y fría. El pellet de células obtenido se resuspendió 

en amortiguador de extracción pH 7.5 (100 mM de amortiguador de fosfatos pH 7.5 y 1 mM de 

EDTA) complementado con 1 M de ditiotreitol (DTT) y se agitaron en vórtex con perlas de vidrio 

en rondas de un minuto (6 en total), dejando reposar en hielo 1 min entre cada ronda. El 

sobrenadante (que contiene el extracto proteico) se recuperó por centrifugación. 100 µl de extracto 

de proteínas se complementó con 900 µl de amortiguador Z pH 7 (60 mM de Na2HPO4.7H2O, 40 

mM de NaH2PO4.H2O, 10 mM de KCl y 1 mM de MgSO4.7H2O) y se incubaron 5 min a 30 ºC. La 

reacción se inició mediante la adición de 200 µl de 4 mg/ml 2-nitrofenil -D-galactopiranosido 
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(ONPG) y se contó el tiempo hasta que la reacción se detuvo a través de la adición de 500 µl de 

Na2CO3 1 M. La actividad específica se obtuvo con la siguiente fórmula:  

Actividad\ específica (nmol ∕ min ∕ mg de proteína) =
(D. O.420 )(1.7)

(0.0045)(Vol. de extracto)(tiempo)
 

La cuantificación de proteínas se obtuvo mediante el método de Bradford. Se realizaron al menos 

tres réplicas por clona y los datos de obtenidos se encuentran en el anexo 2.  

 

Southwestern blot 

Diluciones con 50 ng, 100 ng, 200 ng y 400 ng de proteína en PBS 1X se adsorbieron sobre una 

membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloquó con leche baja en grasa al 5 % en amortiguador 

SWB (10 mM de HEPES-KOH, pH 7.9; 50 mM de NaCl, 10 mM de MgCl2, 0.1 mM de EDTA, 1 

mM de DTT, 50 µM de ZnSO4 y 0.01 % de Tween-20) durante 1 hora a temperatura ambiente. La 

membrana se lavó tres veces con bufer SWB durante 10 min. Posteriormente, la membrana se 

incubó con 2,000,000 cpm de la sonda radioactiva en 10 ml de amortiguador SWB y 0.25 % de 

BSA durante 4 horas a temperatura ambiente en agitación suave. Finalmente, la membrana se lavó 

tres veces con 20 ml de amortiguador SWB, 10 min cada vez. La membrana se expuso a una placa 

radiográfica y se reveló. 

 

Generación del anticuerpo anti-IBP39 

El anticuerpo policlonal anti-IBP39 se obtuvo por inmunización de 25 µg de 6xHis-IBP39, 

previamente purificada por columna de afinidad a 16 ratones hembra de la cepa BALB-c por vía 

intraperitoneal. Se usaron dos esquemas de inmunización: 

 

Grupo 1 (Ratones 1-8) 

Día 0: Preinmune  

Día 9: Primera inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de IFA) 

Día 23: Segunda inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 34: Tercera inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 69: Cuarta inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 84: Sangrado  
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Grupo 2 (Ratones 9-16) 

Día 0: Preinmune (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de IFA) 

Día 16: Primera inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 43: Segunda inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 84: Tercera inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 98: Cuarta inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 112: Quinta inmunización (25 µg de proteína en 50 µl de PBS 1 X + 50 µl de CFA) 

Día 126: Sangrado  

 

La sangre colectada se dejó coagular por tres horas, las muestras se guardaron toda la noche a 4 ºC. 

El suero se obtuvo por centrifugación a 3000 rpm por 30 min a 4 ºC. Las muestras se separaron en 

alícuotas y se guardaron a -70 ºC hasta su uso. El protocolo se llevó a cabo de acuerdo con las 

normas del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas y cuenta con el número de aprobación 129. Los ratones se 

inmunizaron por el personal del bioterio. 
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CAPÍTULO I: La diversidad de las proteínas TBPs en protistas 

Parra-Marín O, López-Pacheco K, Hernández R, López-Villaseñor I. The highly diverse TATA box-binding proteins 

among protists: A review. Mol Biochem Parasitol. 2020 Aug 6;239:111312. doi: 10.1016/j.molbiopara.2020.111312. 

Epub ahead of print. PMID: 32771681. 

 

Uno de los mecanismos más estudiados en transcripción es la formación del complejo de inicio de 

la transcripción por la RNA polimerasa II, que inicia con el reconocimiento del promotor mediado 

por el complejo TFIID a través de TBP y el reclutamiento secuencial de otros factores generales 

de transcripción y la RNA polimerasa II de la siguiente 

manera: TFIIA, TFIIB, TFIIF/RNA polimerasa II, TFIIE y 

TFIIH (Figura 6). Primero, el complejo de preinicio de la 

transcripción (PIC) adopta un estado inactivo o “cerrado” 

que es incapaz de iniciar la transcripción. Posterior a la 

apertura del DNA y la fosforilación del dominio carboxilo 

terminal (CTD) de la polimerasa se forma un complejo 

activo o “abierto”, en este paso se sintetizan algunas bases 

de RNA, permitiendo el escape del promotor, precedido 

por un proceso de transcripción abortiva, en el cual se 

sintetizan productos de RNA cortos. 

La descripción de este modelo, aunque bueno para 

entender de manera rápida como funciona la transcripción, 

es, a su vez, un modelo bastante reduccionista. Con el 

descubrimiento de TRF1 (TBP-related factor 1) y otros 

factores relacionados a TBP, la variabilidad de los 

complejos de inicio de la transcripción quedó en evidencia, 

demostrando que la formación de estos complejos es de 

hecho más complejo de lo que se describe en los modelos 

de libros de texto (Duttke, 2015). 

Estos datos son sin tomar en cuenta, que la mayoría de los 

estudios de transcripción se han realizado en un número limitado de organismos modelos: animales, 

plantas y hongos, dejando en evidencia que aún falta mucho por estudiar y entender. 

Los protistas son un grupo de eucariontes microscópicos, unicelulares y con una gran variedad 

morfológica. La gran mayoría de estos organismos son de divergencia evolutiva temprana (Sogin 

Figura 6.- Modelo del inicio de la 

transcripción por la RNA 

polimerasa II. (Watson JD, 2004) 
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y Silberman, 1998), lo cual los hace un grupo de organismos de interés para su estudio debido a la 

poca información disponible en transcripción. 

Hay más de 50,000 especies actualmente clasificadas en seis clados con base en su morfología. La 

mayoría de los protistas causantes de enfermedades se encuentran clasificados en dos clados: 1) 

Sarcomastigophora, donde podemos encontrar clasificados a Acanthamoeba, Entamoeba, 

Trichomonas, Leishmania, Trypanosoma y Giardia, 2) Apicomplexa, donde se encuentra 

agrupados Plasmodium y Cryptosporidium (Yaeger et al., 1996). Los protistas están presentes en 

cada hábitat posible. Algunos de ellos contienen ciclos complejos de vida que involucran a más de 

un hospedero (por ejemplo, los tripanosomátidos), mientras que otros como Trichomonas, tienen 

un solo huésped.  

El objetivo de este capítulo es describir brevemente las particularidades de la TBP en estos 

organismos. Para este trabajo, se hizo una búsqueda bibliográfica para identificar a los protistas en 

los que, por lo menos, existiera un artículo que mencionara este factor transcripcional. 

 

Estructura de TBP  

La región C-terminal de la proteína TBP de aproximadamente 180 aminoácidos, constituye la 

región central de la proteína (core). A partir de los primeros estudios por cristalografía de rayos X 

de TBP, se revelaron las características estructurales de esta proteína, las cuales se encuentran 

altamente conservadas a través de la evolución (Figura 7).  

 

  

 

 

 

Figura 7.Estructura cristalográfica 

de TBP de levadura. La estructura 

obtenida  por cristalograífa de rayos X 

de S. cerevisiae (1YTB) se tomó 

como modelo. Las hojas plegadas β 

(S1 a S5 y de S1’ a S5’) se muestran 

en azul claro y las hélices α (H1-2 y 

H1’-2’) se muestran en azul oscuro. 

Las fenilalaninas importantes para la 

unión al DNA se encuentran 

resaltadas en negro. 
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El dominio C-terminal de TBP está conformado por dos dominios simétricos constituidos por 5 

hojas plegadas β y dos hélices α. La conformación estructural de la TBP genera una superficie 

cóncava y una superficie convexa (Nikolov et al., 1992). La superficie convexa presenta residuos 

importantes para la interacción proteína-proteína con factores y reguladores de la transcripción, 

mientras que la superficie cóncava contiene residuos que permiten la unión al surco menor del 

DNA. A nivel estructural, las TBPs de arqueas son muy similares a las TBPs de eucariontes, a 

pesar de que la identidad de secuencia es menor al 40 % (DeDecker et al., 1996). 

 

Obtención de los modelos de TBPs de protistas 

Se obtuvieron los modelos de las estructuras terciarias para las TBPs de protistas usando como 

templado el cristal de TBP de S. cerevisiae (4B0A). De manera general, se observa que todas las 

estructuras tienen la forma típica de silla de montar (Figura 8). 

 

Figura 8.- Modelos de las estructuras terciarias de TBPs de protistas. Las secuencias C-

terminal deducidas por alineación de secuencia de A. castellanii (AcTBP, P26354), E. histolytica 

(EhTBP1: P52653, EhTRF1: C4M7H7), P. falciparum (P32086), C. parvum (Q6SEL4), T. 
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vaginalis (TvTBP1: A2DQT7, TvTBP2: A2G4N7), G. lamblia (Q86GG9), C. cohnii (Q945B3), 

T. brucei (Q387R9), T. cruzi (TcTBP_E, haplotipo esmeraldo: Q4D013, TcTBP_NE, haplotipo no 

esmeraldo: Q4DK05), L. major (Q4QD71) y L. tarentolae (Q2TCV3) se modelaron con respecto 

a las secuencias de humano y levadura. Las hélices α, se muestran en color azul oscuro y las hojas 

plegadas β en azul claro. Las flechas indican inserciones entre las hojas plegadas β3’ y β4’ 

(amarillo) y entre la hélice α1’ y la hoja plegada β2’ (rojo). Los modelos se obtuvieron mediante 

modelado por homología usando como templado la estructura obtenida por cristalografía de rayos 

X de S. cerevisiae (4B0A) y se visualizaron en el programa Chimera. 

 

Sin embargo, si se observa con más detalle, se pueden encontrar algunas diferencias; la más 

evidente es la ausencia de la hélice α2’ en la TBP de T. cruzi (alelo esmeraldo) debido a que la 

secuencia de aminoácidos es más corta en el extremo C-terminal y no contiene la secuencia que 

corresponde a esta región. Adicionalmente, las TBPs de Leishmania presentan dos inserciones: una 

entre la hélice α1’ y la hoja plegada β2’ y la segunda entre las hojas plegada β3’ y β4’. Mientras 

que las TBPs de los tripanosomátidos, de P. falciparum y C. parvum presentan solo una inserción 

entre las hojas plegadas β3’ y β4’ y son más cortas que las de Leishmania. Los aminoácidos 

presentes en estas inserciones pueden contener dominios importantes para la interacción con 

proteínas regulatorias de la transcripción, ya que se encuentran en la superficie convexa de la TBP. 

Por otro lado, estructuralmente no podemos identificar grandes diferencias, quedando en evidencia 

que a nivel de estructura terciaria se encuentran muy conservadas. 

 

Mecanismos de unión al DNA 

La caja TATA fue el primer elemento descubierto del promotor basal de eucariontes, consiste en 

un motivo rico en A/T (TATAWAWN), donde W representa a las bases A/T y N es cualquier base. 

Esta secuencia está flanqueada por una secuencia rica en G/C, que se localiza alrededor de -30 pb 

río arriba del sitio de inicio de la transcripción (Thomas y Chiang, 2006). Al igual que TBP, el 

elemento TATA se encuentra presente desde arqueas hasta eucariontes superiores. Sin embargo, la 

caja TATA está en aproximadamente el 35 % de los genes de humano y entre el 20 al 46 % en 

levadura (Dikstein, 2011). TBP se une al DNA a través de un mecanismo de ajuste inducido (Figura 

9) (Akhtar y Veenstra, 2011). Tras la unión de TBP, el DNA se curva. Esta deformación del DNA 

es causada por la inserción de dos residuos de fenilalanina (F284 / F301 de humano) al surco menor 

del DNA entre las bases 1 y 2 de la caja TATA, produciendo un doblez del DNA (complejo DNA-

proteína inestable). Posteriormente, la inserción de otro par de fenilalaninas (F193 / F210 de 

humano) entre las bases 7 y 8 de la caja TATA, genera otro cambio conformacional que regresa al 
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DNA a su conformación B (complejo DNA-proteína estable). Adicionalmente, otros residuos 

ubicados en la superficie cóncava de TBP tienen contacto con el DNA, mediante interacciones 

electrostáticas y fuerzas de Van der Waals. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.- Unión de TBP al DNA. A) Torsión de 90º del DNA generada por la unión de TBP. B) 

Intercalación de las fenilalaninas entre la caja TATA (verde) entre las primeras bases de timina y 

adenina (Akhtar y Veenstra, 2011; Kramm et al., 2019).  

 

 

Conservación de los aminoácidos involucrados en la unión al DNA de protistas 

Mediante un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las TvTBPs y las TBPs de lavadura 

y otros protistas, observamos que muchos de los residuos involucrados en el reconocimiento del 

DNA de estos organismos, no estaba conservada. Para hacer más claros estos datos, los hemos 

puesto en la siguiente Tabla, donde se incluyen los residuos que tienen contacto con los grupos 

fosfato y las bases de DNA. 
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Tabla 1 .- Conservación de los aminoácidos involucrados en la unión al DNA en las TBPs de 

protistas. Se incluye los números de aminoácidos para las secuencias de TBP de levadura y las 

TBPs de protistas. El color gris oscuro indica identidad y el gris claro similitud. En la parte superior 

de la tabla se encuentra señala la posición donde se encuentra cada aminoácido: con flechas se 

indican las hojas plegada β (S1-S5 y S1’-S5’), así como la región conocida como estribo (stirrup). 
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Las TBPs de protistas 

Amebozoa 

Las TBPs analizadas de este phylum son las más parecidas a las TBPs canónicas, tanto 

estructuralmente como a nivel de secuencia. A. castellanii codifica para una sola TBP (AcTBP) y 

es la más similar a HsTBP con 84 % de identidad, incluso mayor que la identidad que se observa 

entre las TBPs de levadura y humano. Esta proteína tiene todos los aminoácidos conservados para 

la unión a DNA y en ensayos in vitro se une a un elemento similar a una caja TATA canónica y es 

capaz de reemplazar a la HsTBP en el promotor de adenovirus (Wong et al., 1992).  

E. histolytica es una ameba, aunque su posición filogenética no es del todo clara, debido a la 

ausencia de mitocondrias (Purdy et al., 1996). El genoma de este parásito codifica para tres TBPs 

(EhTBP1, EhTBP2 y EhTRF1). EhTBP1 y EhTBP2 son idénticas en la secuencia del C-terminal y 

difieren porque la secuencia del N-terminal de EhTBP1 es más larga. La expresión de EhTBP2 se 

silencia mediante metilación de la secuencia codificante (Ali et al., 2007). EhTBP1, con 54% de 

identidad, y EhTRF1, con 52% de identidad con respecto a HsTBP, reconocen a cajas TATA 

canónicas y variantes de esta (Castañon-Sanchez et al., 2010; Narayanasamy et al., 2018). 

 

Apicomplexa 

C. parvum codifica para una sola TBP (CpTBP) con 52 % de identidad con respecto a la TBP de 

humano. CpTBP se une a una secuencia con similitud a cajas TATA (Millership et al., 2004), lo 

cual era de esperarse, debido a que tiene conservados la mayoría de los aminoácidos importantes 

para la unión al DNA. La TBP de P. falciparum (PfTBP) tiene solo 38 % de identidad con respecto 

a la TBP de humano. En EMSAs, PfTBP reconoce una secuencia con mucha similitud a una caja 

TATA (TGTAA) que se encuentra a -186 pb del sitio de inicio de transcripción (Ruvalcaba-Salazar 

et al., 2005). 

 

Excavata 

T. vaginalis expresa dos TBPs que conservan algunos de los residuos de unión al DNA, pero tienen 

algunos cambios en las fenilalaninas. TvTBP1 y TvTBP2 tienen 45 y 38% de identidad 

respectivamente con la TBP de humano. Las TvTBPs no muestran ninguna preferencia de unión 

secuencia-específica (Parra-Marín et al., 2019). Giardia lamblia codifica para un TBP que es 20 
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% idéntica a la TBP de humano y no conserva ninguno de los residuos importantes para la unión 

al DNA; es probablemente la TBP más divergente dentro de los protistas analizados. 

Los tripanosomátidos codifican para una sola TBP y no contienen varios de los residuos 

importantes para la interacción al DNA, incluidas las fenilalaninas. En diversos estudios de 

inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP), las TBPs se encuentran en interacción con los 

promotores del SL (splice leader) (Ruan et al., 2004), donde interaccionan con el complejo SNAPc 

(snRNA activiting protein complex). La TBP es esencial para la transcripción de las tres RNA 

polimerasas. Sin embargo, los promotores de tripanosomátidos no son regiones ricas en adeninas 

y timinas (Martínez-Calvillo et al., 2010) y, en su lugar, son regiones ricas en guaninas. 

 

Dinoflagellata 

C. cohnii es el único organismo analizado en este trabajo que no es un parásito. Este organismo 

tiene importancia industrial por la producción de DHA (Ácido docosahexaenoico). La TBP de este 

organismo (CcTBP) tiene 35 % de identidad con respecto a la TBP de humano. Esta proteína no 

tiene las fenilalaninas características para el reconocimiento de las cajas TATA y la gran mayoría 

de los aminoácidos de unión al DNA no se encuentran conservados. Mediante ensayos EMSAs, 

CcTBP reconoce una secuencia de poli-T con mayor afinidad que una secuencia con una caja 

TATA conservada (Guillebault et al., 2002). 

Los datos recabados muestras que las TBPs de protistas reconocen secuencias de DNA a pesas de 

poseer diversos cambios en los aminoácidos de unión a DNA (Figura 10). Sin embargo, estas 

secuencias no son las típicas cajas TATA. Algunas de ellas, como las TvTBPs no reconocen una 

secuencia específica y probablemente requieran de un factor transcripcional adicional, que 

promueva el reconocimiento del promotor de manera específica. Curiosamente, los cambios de 

aminoácidos importantes para la unión al DNA también parecen estar relacionados con la ausencia 

de cajas TATA canónicas dentro de las secuencias promotoras de estos organismos. Los 

mecanismos de unión al DNA pueden darse simplemente, por interacciones electrostáticas.  
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Figura 10.- Porcentaje de identidad de las secuencias de TBPs de protistas y su unión a DNA. 

Las secuencias de aminoácidos del C-terminal (naranja) se alinearon para obtener una matriz de 

identidad con respecto a la TBP de Homo sapiens. Las secuencias N-terminal (gris) no fueron 

alineadas. En la siguiente columna se muestra el nombre de la TBP y el organismo al que pertenece 

y se muestra la secuencia a la que se unen. 

 

 

El potencial electrostático 

La proteína TBP tiene una superficie cargada positivamente que le permite la interacción con el 

DNA con carga negativa otorgada por los grupos fosfatos del DNA. La superficie molecular de la 

HsTBP está cargada positivamente excepto en el segundo estribo (stirrup), debido a la presencia 

de residuos acídicos (por ejemplo; E280 y E282) (Adachi et al., 2008). Adicionalmente, existen 

varios residuos de lisina y arginina, que son aminoácidos con carga positiva, capaces de 

interaccionar mediante fuerzas electrostáticas, al ser el DNA una molécula de carga negativa 

(conferida por los grupos fosfato del DNA).  

En este trabajo, se ha calculado el potencial electrostático para las TBPs de protistas haciendo uso 

de la herramienta anexa en el programa de PYMOL (Figura 11). 
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Figura 11.- Potencial electrostático de las TBPS de protistas. El color azul indica la superficie 

con carga positiva, mientras que el rojo indica carga negativa. 

 

De manera general, se observa que las TBPs conservan una superficie cóncava con una mayor 

cantidad de residuos positivos que favorecerían la unión al DNA mediante cargas electrostáticas. 

GlTBP es una de las proteínas que tiene menos residuos cargados positivamente en la superficie 

cóncava, pero no podemos saber cómo afecta esto a la unión al DNA, ya que no hay estudios sobre 

esta proteína. 

 A diferencia de otras proteína de unión a DNA, la interfaz de unión entre la TBP y el DNA parece 

darse predominantemente por contactos hidrofóbicos y menos por contactos secuencia específica 

(Coleman et al., 1995). 

 

Factores relacionados a TBP 

Hace algunos años, se llamó a TBP el factor de transcripción universal, sin embargo, en años 

recientes, se ha descrito un grupo de proteínas con similitud a TBP que pueden formar parte de los 

complejos de inicio de la transcripción de las tres RNA polimerasas. Estas proteínas parecen tener 



Caracterización de algunos factores del inicio de la transcripción en Trichomonas vaginalis 

 38 

un papel específico en la regulación de la transcripción: gene-específico o tejido específico, 

participando en procesos como la gametogénesis, etc. (Figura 12). 

Estas proteínas han recibido distintos nombres, pero por sus características, se pueden clasificar en 

cuatro grupos principales: 1) TRF1, 2) TRF2, 3) TRF3 y 4) TRF4. En Drosophila se ha descrito 

un gen que codifica para una proteína similar a TBP, distinta a las anteriormente descritas; a la cual 

han llamado como TRF5, pero debido a falta de información no se hablará de ella en este capítulo. 

 

Figura 12.- Diversificación de la maquinaria transcripcional. De derecha a izquierda se muestra 

la maquinaria basal requerida para la transcripción de arqueas, levaduras y metazoarios, la cual 

aumenta en complejidad. Arqueas solo requiere de una RNA polimerasa y una TBP; mientras que, 

en levaduras son tres RNA polimerasas las encargadas de realizar la transcripción y una TBP. En 

el caso de metazoarios, no solo se requiere tres RNA polimerasas, sino que proteínas relacionadas 

a TBP también participan en la transcripción de algunos genes (Duttke, 2015). 

 

TRF1 

TRF1 fue identificada en D. melanogaster (Crowley et al., 1993) y es específica de insectos. Está 

involucrada en la transcripción de un subconjunto de genes específicos del sistema nervioso central, 

en las células germinales de machos y en los cromosomas politénicos (Hansen et al., 1997). 

TRF1 comparte 63 % de identidad con respecto a las TBP canónicas (Zehavi et al., 2015). En 

ensayos de transcripción in vitro, TRF1 puede unirse cajas TATA, reemplazando eficientemente a 

TBP (Hansen et al., 1997), esto se explica fácilmente ya que TRF1 tiene conservados los residuos 

de unión al DNA. Adicionalmente, TRF1 puede asociarse a los factores de transcripción TFIIA y 

TFIIB (Hansen et al., 1997), además de unirse a Brf1 y ser capaz de mediar la transcripción de 

promotores transcritos por la RNA polimerasa III (Takada et al., 2000). La inmunodepleción de 

TRF1 de extractos nucleares, abate la transcripción de diversos transcritos de la RNA polimerasa 
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III (tRNAs y el 5S) (Takada et al., 2000). Sin embargo, TBP, y no TRF1, es necesario para la 

transcripción de U6 (Verma et al., 2013). Estos resultados indican que TRF1es una forma 

especializada de TBP, participando en la transcripción de algunos genes transcritos por la RNA 

polimerasa III. 

 

TRF2  

TRF2, también conocida como TLP (TBP-like protein), TLF (TBP-like factor), TRP (TBP-related 

factor) y TBPL1 (TBP-like 1). TRF2 está ampliamente distribuida en metazoarios de nematodos a 

vertebrados, incluido H. sapiens, pero no se encuentra en plantas ni hongos. 

TRF2, a diferencia de las otras TRFs, es la menos conservada con respecto a TBP canónica (~ 40 

% de identidad). Adicionalmente, TRF2 carece de los aminoácidos involucrados en la unión al 

DNA, incluidas tres de las cuatro fenilalaninas. Esta proteína, no se une a cajas TATA (Moore 

et al., 1999) y no parece tener ninguna actividad de unión secuencia-específica al DNA (Dantonel 

et al., 1999). Sin embargo, se puede asociar a TFIIA y TFIIB (Moore et al., 1999; Rabenstein et al., 

1999). TRF2 está involucrada en la transcripción de la RNA polimerasa II y se ha sugerido que 

TRF2 puede nuclear el PIC en genes sin cajas TATA. Consistente con esta hipótesis, en Drosophila 

TRF2 se encuentra asociada en promotores TATA-less transcritos por la RNA polimerasa II (Zehavi 

et al., 2015). 

 

TRF3 

TRF3, también conocida como TBP2(TATA-binding protein 2) o TBPL2 (TBP-like protein 2), es 

específica de vertebrados y es la más cercana en identidad a TBP canónica (95 %). El C-terminal 

está altamente conservado, incluyendo los aminoácidos involucrados en la unión a DNA. TFIIA y 

TFIIB (Persengiev et al., 2003), y puede unirse a cajas TATA e interactuar con TFIIA y TFIIB 

(Bártfai et al., 2004). Los datos disponibles para TRF3 sugieren que es el resultado de un evento 

de duplicación génica (Persengiev et al., 2003; Bártfai et al., 2004). TRF3 es predominantemente 

nuclear, sin embargo, durante la citocinesis se localiza en el citoplasma (Persengiev et al., 2003). 

TRF3 se requiere para el desarrollo embrionario de Zebrafish y Xenopus (Jallow et al., 2004; 

Bártfai et al., 2004).  
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TRF4 

TRF4 fue descrita recientemente en D. melanogaster y se encuentra conservada entre las especies 

de Drosophila.  

TRF4 es una proteína que se localiza en el citoplasma y se concentra en el retículo endoplásmico, 

donde interacciona con TER94, una proteína del retículo endoplásmico que participa en la 

maquinaria de degradación (Kurshakova et al., 2019). TRF4 es una proteína con una nueva 

función, tras la pérdida de la señal de localización nuclear (Kurshakova et al., 2019). 

 

Conservación evolutiva 

Algunos artículos han llamado a las TBPs de protistas como factores relacionados a TBP, debido 

a que poseen características intermedias entre TBP y TRF (Guillebault et al., 2002) o porque no 

encajaban en la descripción de las TRFs descritas al momento de su estudio (Ruan et al., 2004). 

Entre estas características se encuentran una menor conservación del C-terminal y cambios 

importantes en los residuos de unión al DNA, incluidas la ausencia de las fenilalaninas importantes 

para el reconocimiento de las cajas TATA. Tal como se ha descrito aquí, las TBPs de protistas no 

pueden ser clasificadas como TBPs canónicas ni TRFs (según la clasificación presentada hasta 

ahora).  

En un estudio en el cual la diversidad de secuencias de TBPs se analizó entre diversas especies del 

reino Eucaria, se observó que algunos residuos variantes parecen estar conservados desde el 

ancestro común de las TBPs de eucariontes, excepto en protistas, demostrando su gran diversidad 

biológica (Kawakami et al., 2017). Curiosamente algunos protistas como E. histolytica y T. 

vaginalis (organismos unicelulares) expresan más de una TBP, sin embargo, a la fecha se 

desconoce si tienen una función diferencial.  

Por otro lado, llama la atención que la baja conservación de aminoácidos involucrados en la unión 

al DNA está directamente relacionada con la ausencia de cajas TATA canónicas en los promotores 

de estos organismos. Para evidenciar este hecho, se realizó el siguiente gráfico, ilustrando los 

residuos importantes para la unión al DNA conservados en azul y los residuos no conservados en 

rojo, junto con árbol filogenético de las TBPs (Figura 13). Se puede observar que los protistas que 

no presentan cajas TATA canónicas en sus promotores y tienen un mayor número de 

modificaciones en estos residuos. Todos estos datos, sugieren que las TBPs de protistas y 

eucariontes superiores divergieron en distintas vías. 

 



Caracterización de algunos factores del inicio de la transcripción en Trichomonas vaginalis 

 41 

 

Figura 13.- Conservación evolutiva de los aminoácidos involucrados en la unión de las TBPs. 

La conservación de aminoácidos involucrados en la unión al DNA con respecto a dos TBPs 

canónicas (HsTBP, 1CDW y ScTBP, 4b0A) se muestra en azul y los aminoácidos no conservados 

en rojo. El cristal de TBP de levadura se usó como templado para obtener lo modelos de las TBPS 

de protistas y se visualizaron con Chimera. El árbol filogenético se obtuvo mediante el programa 

de ANCESCON.  
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CAPÍTULO II: Las TvTBPS como parte de la maquinaria transcripcional de 

T. vaginalis 

Parra-Marín, O., Rosas-Hernández, L., López-Pacheco, K., Franco, B., Ibáñez-Escribano, A., Hernández, R., & López-

Villaseñor, I. (2019). An in vitro characterisation of the Trichomonas vaginalis TATA box-binding proteins 

(TBPs). Parasitology Research, 118(10), 3019–3031. https://doi.org/10.1007/s00436-019-06438-z) 

 

Antecedentes 

Durante el trabajo de tesis doctoral de Bernardo Franco en nuestro laboratorio se estudiaron los 

promotores reconocidos por la RNA polimerasa I, así como los sitios de terminación de la 

transcripción y se realizó una búsqueda bioinformática en la base de datos del genoma de T. 

vaginalis (TrichDB) para identificar algunos componentes de la maquinaria transcripcional de la 

RNA polimerasa I, entre ellos a TBP. De esta manera, se logró identificar a dos genes que codifican 

para proteínas con similitud a TBP. Estas proteínas tienen un 36.4 % de similitud y 39.75 % de 

identidad entre ellas, si se compara la secuencia completa (Franco Bárcenas, 2012), mientras que 

si se compara únicamente el extremo C-terminal (más conservado), el porcentaje de identidad es 

del 45.16 %. 

TBP forma parte del complejo de inicio de la transcripción por las tres RNA polimerasas; sin 

embargo, solo algunos promotores transcritos por la RNA polimerasa II contienen cajas TATA. 

Este dato llamó la atención debido a que los promotores transcritos por la RNA polimerasa II de T. 

vaginalis, carecen de cajas TATA (Liston et al., 1999). 

Los marcos abiertos de lectura se clonaron en un vector de expresión para obtener proteínas 

recombinantes fusionadas a una etiqueta de histidinas (Franco Bárcenas, 2012; M. en C. Lluvia 

Rosas Hernández, tesis doctoral no publicada). A estas proteínas se les llamó TvTBP1 

(TVAG_291560) y TvTBP2 (TVAG_285070) debido a su similitud con la secuencia de TBP de 

levadura (Spt15). La expresión de ambos genes fue corroborada a nivel de mRNA mediante RT-

PCR (por sus siglas en inglés de reverse transcription polymerase chain reaction) (M. en C. Lluvia 

Rosas Hernández, tesis doctoral no publicada). Adicionalmente, se llevó a cabo un ensayo de 

complementación de una mutante de levadura (spt15Δ), donde se observó que TvTBP1 y TvTBP2 

no complementan (M. en C. Lluvia Rosas Hernández, tesis doctoral no publicada; M. en C. Karla 

López Pacheco). Por lo que parte de este trabajo se enfocó a estudiar algunas de las características 

de ambas TvTBPs. 

https://doi.org/10.1007/s00436-019-06438-z
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Resultados: 

Similitud de secuencia y estructura terciaria de las TvTBPs 

Estructuralmente, TBP se conforma de dos dominios: 1) el N-terminal, no conservado en tamaño 

y secuencia entre especies y 2) el C-terminal, con un alto grado de conservación tanto, a nivel de 

secuencia, como de estructura terciaria (Hernandez, 1993). El N-terminal es una región 

desordenada y no se tiene una estructura cristalográfica de esta región, mientras que el C-terminal 

consiste en una estructura bipartita formada por dos mitades cuasi-simétricas que adoptan una 

estructura típica de silla de montar. Cada mitad se compone de 5 hojas plegadas β antiparalelas y 

dos hélices α. 

La estructura terciara del C-terminal de las proteínas TvTBP1 y TvTBP2 se obtuvieron mediante 

modelado por homología de secuencia, usando como templado un cristal de TBP de S. cerevisiae 

(4b0a, cadena A) (Figura 14). Adicionalmente, la calidad de los modelos se verificó mediante el 

programa Verify 3D (Bowie et al., 1991; Lüthy et al., 1992).  

 

Figura 14.- Modelos de la estructura terciaria de las TvTBPs. Las secuencias C-terminal de 

ambas TvTBPs se modelaron por homología usando como templado la estructura obtenida por 

cristalografía de rayos X de S. cerevisiae (4b0a). Las hélices α se muestran en verde y las hojas 

plegadas β en gris oscuro. Los residuos de fenilalanina importantes para el reconocimiento del 
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DNA se encuentran indicados y numerados de acuerdo con la secuencia. La superficie molecular 

se muestra en gris claro. Los modelos se obtuvieron con el programa de Modeller y visualizados 

en Chimera. 

 

Los modelos de las estructuras obtenidas para las TvTBPs adoptan la típica estructura de silla de 

montar, demostrando que las TvTBPs tienen características similares a las TBPs canónicas. 

Adicionalmente, en la superficie cóncava de las TBPs canónicas se encuentran dos pares de 

fenilalaninas, las cuales se intercalan en el surco menor del DNA entre el primero y los dos últimos 

pares de bases de la caja TATA. La interacción de estos residuos con el DNA genera una torsión 

de aproximadamente 90º. Sin embargo, en las TvTBPs estos residuos no se encuentran 

conservados. En TvTBP1 dos de estos aminoácidos son tirosinas (Tyr180, Tyr197) y en TvTBP2 

hay un cambio por isoleucina (Ile84). 

Adicionalmente, las secuencias de aminoácidos de las TvTBPs se compararon con secuencias de 

TBPs canónicas (H. sapiens y S. cerevisiae) y TBPs de otros protistas (E. histolytica, G. lamblia, 

Trypanosoma cruzi, T. brucei y Leishmania major). La estructura secundaria se muestra en el 

alineamiento con base en la TBP de humano (HsTBP), aunque se encuentra bastante conservada 

en las TBPs de protistas. Adicionalmente, los aminoácidos importantes para el reconocimiento del 

DNA se muestran con asteriscos negros y solo las fenilalaninas se encuentran señalados (asterisco 

rojo) (Figura 15). Nótese que estos residuos se encuentran principalmente en las hojas plegadas β 

debido a que estas son las que conforman la superficie de unión a DNA. Curiosamente, los protistas 

no tienen todos los aminoácidos importantes para la unión al DNA conservados. 

Mediante una matriz de identidad obtenida únicamente con las secuencias del C-terminal, sabemos 

que TvTBP1 y TvTBP2 comparten 45.16 % de identidad entre ellas y que presentan ligeramente 

mayor conservación con respecto a la secuencia de ScTBP (46.67 % y 40.22 %, respectivamente) 

que con HsTBP (44.75 % y 37.78 %, respectivamente). La identidad de secuencia entre las TBPs 

de Trichomonas y otros protistas es del 22.35 % al 46.67 %. 
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Figura 15. Alineamiento de secuencias de las TBPs. Las secuencias de la región C-terminal de 

las TBPs de T. vaginalis (TvTBP1, A2DQT7) y (TvTBP2, A2G4N7), G. lamblia (GlTBP, 

Q86GG9), L. major (LmTBP, Q4QD71), T. cruzi (TcTBP, Q4DK05), T. brucei (TbTRF4, 

Q387R9), E. histolytica (EhTBP1, P52653) y (EhTRF1, A7UFC2), S. cerevisiae (ScTBP, P13393) 

y H. sapiens (HsTBP, P20226) se alinearon usando el programa Clustal Omega. Los números de 

acceso corresponden a la base de datos de Uniprot. La predicción de la estructura secundaria se 

basa en la TBP de humano (H, hélices alfa; S, hojas beta plegada). Los residuos de fenilalanina 

(asteriscos rojos) y otros aminoácidos (asteriscos negros) involucrados en la unión al DNA están 

indicados. 

 

Localización celular de TvTBP1 

En el laboratorio se contaba con un anticuerpo que se obtuvo inmunizando la proteína recombinante 

6xHis-TvTBP1 (M. en C. Lluvia Rosas Hernández, tesis doctoral no publicada), y que no había 

sido probado previamente. Por lo tanto, primero se determinó si el anticuerpo reconocía a la 

proteína TvTBP1 y si presentaba reacción cruzada con TvTBP2 debido al alto grado de similitud 

en secuencia y estructura entre ambas. Una cantidad similar de las proteínas recombinantes 6xHis-

TvTBP1 y 6xHis-TvTBP2 se resolvieron en un gel de poliacrilamida y se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, se realizó una inmunodetección tipo western blot 

usando el anticuerpo anti-TvTBP1 con un título de 1:10,000. Bajo las condiciones probadas, el 

anticuerpo reconoce a TvTBP1, pero no a TvTBP2 (Figura 16A). Posteriormente, para determinar 

la localización celular de TvTBP1, se obtuvieron extractos de proteínas de T. vaginalis en dos 

fracciones, una fracción citoplásmica y una fracción con enriquecimiento nuclear y se realizó una 

inmunodetección usando el anticuerpo anti-TvTBP1 con un título de 1:500 (Figura 16B). Una señal 

con el peso molecular esperado para TvTBP1, aparece en la fracción nuclear, pero no en el 
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citoplasma. Para corroborar que la señal es nuclear, se realizó una inmunodetección utilizando un 

anticuerpo anti-H3 que reconoce a la histona H3 (marcador nuclear) y se detectó una señal 

correspondiente con el peso molecular de la histona H3, en la fracción nuclear pero no en la 

fracción citoplásmica. Estos resultados demuestran que al menos TvTBP1 se expresa a nivel de 

proteína y su localización es nuclear. 

  

Figura 16. TvTBP1 es una proteína 

nuclear. A) Inmunodetección tipo western 

blot utilizando un anticuerpo anti-TvTBP1 

donde se observa que el anticuerpo reconoce 

a TvTBP1, pero no a TvTBP2. B) TvTBP1 es 

detectada en la fracción de proteínas 

nucleares. Un anticuerpo anti-histona H3 se 

usó como marcador nuclear. 

 

Formación de dímeros de TBP 

Los estudios bioquímicos y de cristalografía de rayos X revelaron que TBP se une al DNA como 

un monómero (Nikolov et al., 1992). Sin embargo, en ausencia de DNA, TBP dimeriza a través 

del dominio de unión a DNA. Los dímeros de TBP son bastante estables en solución (Coleman 

et al., 1999), sugiriendo que la dimerización es un mecanismo para la autorregulación negativa de 

su actividad de unión al DNA. Los dímeros de TBP existen en condiciones fisiológicas (Coleman 

et al., 1995). In vivo, la dimerización de TBP previene la expresión génica no regulada y su 

degradación (Jackson-Fisher et al., 1999). 

Para probar si las TvTBPs forman dímeros, se obtuvieron las proteínas recombinantes 6xHis-

TvTBP1 y 6xHis-TvTBP2 mediante purificación en columna de níquel y se realizó una 

electroforesis utilizando dos condiciones distintas en el amortiguador de carga: en presencia o 

ausencia de β-mercaptoetanol (+BME y -BME, respectivamente). Este compuesto es un agente 

reductor que desnaturaliza a las proteínas y es muy utilizado para disociar proteínas en subunidades 

individuales. Existen reportes de proteínas que no se disocian bajo algunas condiciones 

desnaturalizantes (Grigorian et al., 2005) y de proteínas que se disocian en presencia de BME a 

pesar de que sus secuencias no contienen cisteínas (Einhoff et al., 1987). Las muestras se cargaron 

en un gel desnaturalizante (0.4 % de SDS), se transfirió a una membrana de nitrocelulosa y se 

realizó una inmunodetección usando la sonda HisProbe-HRP para revelar la presencia de las 

proteínas 6xHis-TvTBPs.  
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Tal como se observa en la imagen (Figura 17A), bajo ambas condiciones aparece una señal arriba 

de 25 kDa que corresponde con el tamaño del monómero de 6xHis-TvTBP1 y 6xHis-TvTBP2 

(ambas con peso aproximado de 27 kDa). En el carril sin BME aparece una señal arriba de 50 kDa 

que corresponde a un dímero de TvTBP (con un peso estimado en 54 kDa), esta señal desaparece 

ante la presencia de β-mercaptoetanol, sugiriendo la formación de dímeros in vitro. Para demostrar 

que la señal del dímero no es un artefacto, se usó como control negativo un extracto total de 

proteínas de Escherichia coli transformado con el vector pQE30 vacío que es donde se clonaron 

los genes que codifican para las proteínas recombinantes 6xHis-TvTBPs y no hay reconocimiento 

por la sonda en estos carriles, confirmando que la señal detectada corresponde a dímeros de TvTBP. 

 

Figura 17.- Las TvTBPs forman dímeros in vitro e in vivo. A) Inmunodetección tipo western 

blot revelado con HisProbe-HRP que reconoce a las proteínas recombinantes 6xHis-TvTBP1 y 

6xHis-TvTBP2. Un extracto total de proteínas de E. coli transformadas con pQE30 se usó como 

control negativo. Las muestras se trataron bajo dos condiciones: -BME, muestras sin β-

mercaptoetanol en el amortiguador de carga; +BME, muestras con 1X de β-mercaptoetanol en el 

amortiguador de carga. B) Inmunodetección anti-TvTBP1 y preinmune de extractos nucleares de 

T. vaginalis tratados sin β-mercaptoetanol. 

 

Para probar la formación de dímeros de TvTBP in vivo, se tomaron extractos nucleares de T. 

vaginalis tratados sin β-mercaptoetanol y se analizaron por inmunodetección utilizando el 

anticuerpo anti-TvTBP1 (Figura 17B). Se observaron dos señales, una que concuerda en tamaño 

con el monómero de TvTBP1 (~26 kDa) y la segunda con el dímero (~52 kDa). De manera 

interesante, en los extractos nucleares la señal de dímero es más abundante que la del monómero a 

diferencia de los dímeros observados in vitro. Estos experimentos demuestran que TvTBP1 y 

TvTBP2 son capaces de formar dímeros in vitro y que TvTBP1 forma dímeros in vivo. 
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En levadura, la disociación de dímeros de TBP se favorece por la presencia de factores como TFIIA 

o Brf1, aumentando la disponibilidad de TBP para llevar a cabo la transcripción (Coleman et al., 

1999; Alexander et al., 2004). En T. vaginalis no se ha encontrado al ortólogo de TFIIA, pero si de 

TvBRF1, por lo que sería interesante probar si los dímeros de TvTBP disminuyen in vitro en 

presencia de esta proteína. 

 

Unión de las TvTBPs a IBP39  

La proteína IBP39 es responsable del reconocimiento del sitio de inicio de la transcripción en los 

promotores transcritos por la RNA polimerasa II en T. vaginalis. Por lo tanto, la interacción entre 

esta proteína y alguna de las TvTBPs nos puede sugerir que las TvTBPs son parte de este complejo 

transcripcional. Para probar si TvTBP1 y TvTBP2 pueden interactuar con IBP39, se realizó un 

ensayo de coprecipitación en columnas de afinidad. Para este ensayo se usaron las siguientes 

construcciones: 1) IBP39 fusionada con la proteína GST (Glutatión-S-transferasa) en el extremo 

N-terminal, la cual funciona como carnada y 2) TvTBP1 y TvTBP2 fusionadas con una etiqueta de 

seis histidinas (6xHis) en el extremo N-terminal, las cuales funcionan como presas.  

Para el ensayo de coprecipitación se obtuvieron los lisados proteicos de E. coli que expresan las 

proteínas GST-IBP39 y GST. Por separado, cada lisado se incubó con perlas de sefarosa unida a 

glutatión. Posteriormente, las perlas se lavaron para eliminar las proteínas no unidas a la resina.  

En un segundo paso, las perlas se incubaron con los lisados proteicos de E. coli que expresan las 

proteínas recombinantes 6xHis-TvTBP1 (1 volumen) y 6xHis-TvTBP2 (2 volúmenes) de manera 

independiente. Después de la incubación, las perlas se lavaron y finalmente las proteínas unidas a 

resina se eluyeron mediante el uso de glutatión reducido. Las proteínas eluídas se separaron por 

electroforesis desnaturalizante y posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. 

La presencia de las proteínas recombinantes 6xHis-TvTBPs se reveló usando la sonda HisProbe-

HRP. Por ensayos previos sabemos que 6xHis-TvTBP2 se expresa en menor cantidad que 6xHis-

TvTBP1 a pesar de usar distintas condiciones de inducción. Para tratar de igualar la cantidad de 

proteína con respecto a 6xHis-TvTBP1, se usó el doble de cultivo para 6xHis-TvTBP2. Esto se 

puede observar en la Figura 18A en el carril correspondiente al extracto total donde existe una 

mayor carga de proteínas para los extractos que contienen 6xHis-TvTBP1 que para 6xHis-TvTBP2. 

Sin embargo, como se observa en la inmunodetección (Figura 18B), la cantidad de 6xHis-TvTBP2 

sigue siendo menor. En el gel teñido con azul de Coomassie (Figura 18A), se puede observar la 

cantidad de GST usada en el ensayo (de 26 kDa, señalado con un triángulo rojo), así como la 
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cantidad de GST-IBP39 (de aproximadamente 65 kDa, señalado con un triángulo negro). En la 

imagen de la inmunodetección, una señal de aproximadamente 27 kDa que corresponde al tamaño 

de 6xHisTvTBP1 aparece en la muestra coprecipitada con GST-IBP39, pero no con GST sola 

(Figura 18B, triángulo azul). No se encontró interacción entre IBP39 y 6xTvTBP2 bajo las 

condiciones probadas (Figura 18B, triángulo verde).  

La interacción observada por coprecipitación entre 6xHis-TvTBP1 y GST-IBP39 sugiere que 

TvTBP1 podría formar parte del complejo de inicio de la transcripción transcrito por la RNA 

polimerasa II, junto a IBP39. 

 

 

Figura 18.- GST-IBP39 interactúa con 6xHis-TvTBP1. A) Las muestras del ensayo de 

coprecipitación entre las proteínas GST-IBP39/6xHis-TvTBP1 y GST-IBP39/6xHis-TvTBP2 se 

cargaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12 % y se tiñó con azul de Coomassie. El 

extracto total corresponde a 1/10 del lisado celular de E. coli que expresa a la proteína recombinante 

6xHis-TvTBP1 y 2/10 de 6xHis-TvTBP2. GST se expresó y usó como control negativo en el 

ensayo de coprecipitación. GST-IBP39 de ~ 65 kDa se encuentra señalado con un triángulo negro, 

GST de ~ 26 kDa se encuentra señalado con un triángulo rojo. B) Inmunodetección usando la sonda 

HisProbe-HRP para revelar la presencia de las proteínas 6xHis-TvTBP1 (triángulo azul) y 6xHis-

TvTBP2 (triángulo verde) de ~ 27 kDa. 

 

Unión de las TvTBPs al DNA 

En un trabajo previo de nuestro laboratorio, se realizaron ensayos de retardo de la movilidad 

electroforética (EMSA) para determinar si las TvTBPs pueden reconocer y unirse a secuencias de 

DNA, específicamente a las cajas TATA. Sin embargo, bajo las condiciones probadas no se 

observó ningún retardo (M. en C. Lluvia Rosas, tesis doctoral no publicada). No obstante, la 

capacidad de unión al DNA es una de las características más emblemáticas de la proteína TBP, 
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motivo por el cuál, como parte de este trabajo, se decidió corroborar y probar otras condiciones en 

el ensayo. 

En ensayos EMSA se usan comúnmente tres tipos de amortiguadores de corrida: TAE (Tris-

Acetato-EDTA), TBE (Tris-Borato-EDTA) y TG (Tris-Glicina). El amortiguador de corrida TG 

1X (usado en los ensayos previos) ofrece una mayor fuerza iónica durante el tiempo de corrida de 

las muestras que el amortiguador TBE 0.5X (Roder y Schweizer, 2001), provocando que complejos 

DNA-proteína no estables se disocien fácilmente. Asimismo, las condiciones fisicoquímicas en el 

amortiguador de unión son decisivas para observar retardos. En esta sección se decidió probar 

diferentes condiciones para evaluar la unión de TBP-DNA y la estabilidad del complejo durante la 

electroforesis haciendo uso de las mismas secuencias como sondas con las que ya se contaba y 

algunas adicionales (ver condiciones en el anexo I).  

 

Unión de las TvTBPs a promotores transcritos por las tres RNA polimerasas 

Para probar la capacidad de unión al DNA de TvTBP1 y TvTBP2, se realizó un ensayo EMSA 

usando cinco diferentes sondas derivadas de las secuencias promotoras reconocidas por las tres 

RNA polimerasas de T. vaginalis (Figura 19A):  

1) La sonda rDNA (164 pb) que incluye toda la región promotora del gen RNA ribosomal y 

que contiene los elementos de control río arriba (UCE y el core) previamente descritos para 

este promotor (Franco et al., 2012). 

2) La sonda SCS (82 pb) contiene la secuencia promotora del gen que codifica la subunidad β 

de la succinil CoA sintetasa y contiene un elemento Inr (Lahti et al., 1992). 

3) La sonda de actina (102 pb), que corresponde al promotor de un gen de actina 

(TVAG_172680), la cual contiene al elemento Inr y un elemento con similitud a una caja 

canónica en la posición -59 (Espinosa et al., 2001). 

4) La sonda 5S (186 pb) que contiene algunos elementos regulatorios cercanos al sitio de inicio 

de la transcripción: el elemento río arriba del promotor (UPE, upstream promotor element), 

el elemento que incluye el elemento del sitio de inicio (SSE, star site element) y al motivo 

5 (M5) (Torres-Machorro et al., 2006). 

5) La sonda U6 (120 pb) que contiene una caja putativa a los -28 pb (Simoes-Barbosa et al., 

2008). 
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Las sondas se incubaron a temperatura ambiente con las proteínas recombinantes 6xHis-TvTBP1 

y 6xHis-TvTBP2 en amortiguador de unión. Las muestras se cargaron a un gel de acrilamida-

bisacrilamida al 4.5 % en condiciones nativas. Posteriormente los geles se tiñeron con bromuro de 

etidio para visualizar el DNA. El retardo observado en presencia de TvTBP1 y TvTBP2 indicó que 

ambos factores se unen a todas las sondas probadas (Figura 19B). Este resultado no fue del todo 

inesperado, ya que el tamaño de las sondas probadas es grande, contienen muchos elementos y son 

regiones ricas en adeninas y timinas. De modo interesante, TvTBP1 parece unirse con una mejor 

afinidad al DNA que TvTBP2, adicionalmente en los retardos con TvTBP2 se alcanza a ver un 

barrido a lo largo del carril, indicando que TvTBP2 forma un complejo DNA-proteína inestable.  

 

Figura 19.- Las TvTBPs pueden unirse a diferentes secuencias promotoras de T. vaginalis. A) 

Secuencias de los promotores usados como sonda. Cada elemento en la secuencia se la sonda se 

RNA polimerasa I  

Sonda del promotor rDNA de T. vaginalis (164 pb)

5’GCACATGTACGGAGT TATAATCATAACTCCCCATGCTCCACAACATTGCCCATACAAAGTTTGCTCGGGGACGCTTGTGTATGAGCAAGA CGAAAAAATACCTGAAACTCGACTCCATCGATTGAATTTTTGTAGAC CGAAAAACATGACCTTTTGCTCCTATG 3’

3’CGTGTACATGCCTCAATATTAGTATTGAGGGGTACGAGGTGTTGTAACGGGTATGTTTCAAACGAGCCCCTGCGAACACATACTCGTT CTGCTTTTTTATGGACTTTGAGCTGAGGTAGCTAACTTAAAAACATCTGGCTTTTTGTACTGGAAAACGAGGATAC 5’

UCE                                                                       CORE          M5

RNA polimerasa II

Sonda del promotor SCS de T. vaginalis (82 pb)

5 ’GTTGCGGGAGGTTTTAAACGATTAACCCTCAATTTTCTATCTCAACCGGTTTTTGTTGA TCACTTCACATTA CAATGCTTAG 3 ’

3 ’CAACGCCCTCCAAAATTTGCTAATTGGGAGTTAAAAGATAGAGTTGGCCAAAAACAACTAGTGAAGTGTAATGTTACGAATC 5 ’

Inr

Sonda del promotor de actina de T. vaginalis (102 pb)

5’GATGTCCTGGT TATAAATTTTGAGGACTCT AACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATT TCATTTTCT GGAATGGCTGAAGAAGAC 3’

3’CTACAGGACCAATATTTAAAACTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

Caja TATA putativa          M3                                                                         Inr

RNA polimerasa III

Sonda del promotor 5S rDNA de T. vaginalis (186 pb)
5’TACTACACTCTACACCTATG TTTGTCCCTGCTAAAACTCTTATATGTTGAGATATTTTATAATTTTATATTTTTTATTAAAAAATGAAAA TTTTTCATAAGCGAGACTCCCTCCGCTGGAGGAAA TTGAGAGTGGTAATGGTAGTGTGAATAGTG TGTGACGAACAATCCTTT CGAAGCGGCCACA 3’ 

3’ATGATGTGAGATGTGGATACAAACAGGGACGATTTTGAGAATATACAACTCTATAAAATATTAAAATATAAAAAATAATTTTTTACTTTTAAAAAGTATTCGCTCTGAGGGAGGCGACCTCCT TTAACTCTCACCATTACCATCACACTTATCACACACTGCTTGTTAGGAAAGCTTCGCCGGTGT 5’

UPE      SSE  M5 

Sonda del promotor U6 de T. vaginalis (120 pb)

5’ATTTCTGCAATTTTCCATGA TATAATCCATATATTTTTGTTTTTATTCTTTATATTCTATAT GATATTTGAAGACAAAAACATTTTTAGTT TATAAAGCATTGTCAAACATATTCTATTA 3‘

3‘TAAAGACGTTAAAAGGTACTATATTAGGTATATAAAAACAAAAATAAGAAATATAAGATATACTATAAACTTCTGTTTTTGTAAAAATCAAATATTTCGTAACAGTTTGTATAAGATAAT 5‘

Caja TATA putativa

TvTBP1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sonda rDNA + + - - - - - - - -

Sonda SCS - - + + - - - - - -

Sonda Actina - - - - + + - - - -

Sonda 5S - - - - - - + + - -

Sonda U6 - - - - - - - - + +

TvTBP2 - + - + - + - + - +

TvTBP2

RNAPI RNAPII RNAPIII RNAPI RNAPII RNAPIII

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sonda rDNA + + - - - - - - - -

Sonda SCS - - + + - - - - - -

Sonda Actina - - - - + + - - - -

Sonda 5S - - - - - - + + - -

Sonda U6 - - - - - - - - + +

TvTBP1 - + - + - + - + - +

B)

A)
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encuentra subrayado. El sitio de inicio de la transcripción es señalado con una flecha. Abreviaturas: 

Elemento de control río arriba (UCE, Upstream control element), Motivo 5 (M5, Motif 5); Motivo 

3 (M3, Motif 3); Elemento del promotor río arriba (UPE, Upstream promoter element) y Elemento 

del sitio de inicio (SSE, Start site element). El sitio de inicio de la transcripción está indicado con 

una flecha. B) EMSAS para TvTBP1 y TvTBP2. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio y se 

fotografiaron bajo luz UV. Los colores de las imágenes mostradas están invertidos. 

 

Las diferencias de unión observadas con TvTBP1 y TvTBP2 son considerables. Sin embargo, estos 

resultados deben tomarse con precaución, ya que como se mencionó anteriormente, TvTBP2 se 

induce en menor cantidad que TvTBP1 en la bacteria y para igualar las concentraciones de ambas 

proteínas usadas en el ensayo, se requiere usar un mayor volumen de la elución de TvTBP2 

obtenida al final de la purificación. Como resultado, los ensayos con TvTBP2 tienen ligeramente 

una mayor concentración de sales en la reacción final que podría afectar la interacción de TvTBP2 

con el DNA. 

 

TvTBP1 y TvTBP2 se unen al DNA de manera secuencia-independiente 

Con el objetivo de definir un sitio de unión de las TvTBPs en el DNA, se decidió usar la sonda del 

promotor de actina (102 pb) como secuencia modelo, debido que presenta un elemento con 

similitud a una caja TATA (TATAAATT) entre los nucleótidos -66 a -59. Algunas adeninas de 

esta secuencia se cambiaron por citosinas (TCTCACTT) para probar si este elemento es 

determinante en la unión de TvTBP1 (Figura 20A). Para este ensayo se usaron 25, 75 y 100 ng de 

TvTBP1 y 75 ng de la proteína TBP de levadura (Spt15) como control de unión. Las proteínas se 

incubaron con una sonda radioactiva. TvTBP1 se une a ambas sondas, aunque parece haber 

ligeramente menos retardo con la sonda mutada que con la sonda silvestre (WT, por sus siglas en 

inglés) (Figura 20B). Curiosamente, Spt15 se une igualmente a ambas sondas y se pueden ver al 

menos tres complejos DNA-proteína, uno de ellos claramente enriquecido. Estos resultados indican 

que el elemento considerado como una caja TATA putativa en la sonda de actina no es relevante 

para la unión de TvTBP1 al DNA, por lo que altamente probable que otra región del DNA esté 

involucrada en el reconocimiento de TvTBP1.  
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Figura 20.- TvTBP1 se une a una sonda con la caja TATA mutada. A) Secuencias de las sondas 

de actina silvestre (WT) y mutada (MUT). B) Ensayos de retardo para TvTBP1 y la proteína TBP 

de S. cerevisiae (Spt15). Para estos ensayos se usaron sondas marcadas radioactivamente. 

 

 

La siguiente estrategia consistió mapear la región del DNA que es reconocida por TvTBP, para 

ello, se obtuvieron sondas más cortas a partir de la sonda de actina de 102 pb mediante 

amplificación. La caja TATA putativa está contenida en las sondas A y B, mientras que, C, D y E 

no presentan este elemento. Las sondas B y D son más cortas del extremo 3’ y por tanto no 

contienen al elemento Inr completo (Figura 21A). Cantidades similares de proteína se incubaron 

con las sondas, mientras que la cantidad de sondas se intentó igualar, no siempre fue el caso. Las 

muestras se cargaron al gel en condiciones nativas y fue teñido con bromuro de etidio, por lo que 

hay que considerar la intensidad de cada señal también es debido al tamaño de la sonda. 

Adicionalmente, para este ensayo se incluyó como control negativo de unión una proteína cinasa 

dependiente de ciclina de T. vaginalis (TvCRK5) (Amador et al., 2017), esta es una proteína no 

relacionada.  

Con TvTBP1 se observa retardo con cada una de las sondas usadas, lo mismos para TvTBP2, 

aunque las señales de los retardo son muy débiles. TvCRK5 no mostró ninguna interacción con el 

DNA, confirmando que las señales de retardo observados para las TvTBPs son reales. Los 

5’GATGTCCTGGTTATAAATTTTGAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATT TCATTTTCTGGAATGGCTGAAGAAGAC 3’

3’CTACAGGACCAATATTTAAAACTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

Caja TATA putativa

Sonda del promotor de actina de T. vaginalis (WT)

Inr

5’GATGTCCTGGTTCTCACTTTTGAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATT TCATTTTCTGGAATGGCTGAAGAAGAC 3’

3’CTACAGGACCAAGAGTGAAAACTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

Caja TATA putativa

Sonda del promotor de actina de T. vaginalis (MUT)

Inr

1 2 3 4 5

Spt15  (ng) - - - - 75

TvTBP1 (ng) - 25 75 100 -

Sonda de Actina MUT + + + + +

Sonda Libre

Complejos

1 2 3 4 5

- - - - 75

- 25 75 100 -

+ + + + +

Sonda Libre

Complejos

Spt15  (ng)

TvTBP1 (ng)

Sonda de Actina WT

B)

A)
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resultados generales sugieren que las TBPs de Trichomonas se unen al DNA independientemente 

de secuencia.  

 

Figura 21.- Unión de las TvTBPs al promotor de actina. Panel superior: diferentes regiones del 

promotor de actina que se usaron como sonda. Panel inferior: ensayos tipo EMSA utilizando cada 

una de las sondas indicadas y las proteínas TvTBP1 y TvTBP2. Los geles se tiñeron con bromuro 

de etidio y fotografiados bajo luz UV. Los colores de las imágenes mostradas están invertidos. 

 

En un ensayo adicional, se usó una sonda no relacionada, proveniente del sitio de multiclonación 

del plásmido pUC19, sin embargo, ambas TvTBPs retardan esta sonda. Los datos mostrados 

sugieren que las TvTBPs son capaces de unirse al DNA y que probablemente requieren de otro 

factor transcripcional que les dé especificidad de unión.  

 

5’ GAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATTTCATTTTCTGGAATGGCTGAAGAAGAC 3’
3’ CTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

5’GAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATTTCAT 3’

3’CTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTA 5’

5’GAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATTTCATTTTCTGGAATGGCTGAAGAAGAC 3’

3’CTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

5’GATGTCCTGGTTATAAATTTTGAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATTTCAT 3’

3’CTACAGGACCAATATTTAAAACTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTA 5’

5’GATGTCCTGGTTATAAATTTTGAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATTTCATTTTCTGGAATGGCTGAAGAAGAC 3’
3’CTACAGGACCAATATTTAAAACTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

Sondas del promotor de actina de T. vaginalis

TvTBP1 TvTBP2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TvCRK5 - - - - - - - - - -

TvTBP1 - + - + - + - + - +

Sonda A A B B C C D D E E

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TvCRK5 - - - - - - - - - -

TvTBP2 - + - + - + - + - +

Sonda A A B B C C D D E E

11 12

- +

+ -

A A

11 12

- +

+ -

A A

A)

B)

Sonda A (102 pb) 

Sonda B (79 pb) 

Caja TATA putativa

Sonda C (81 pb)

Sonda D (58 pb) 

Sonda E (58 pb)

Inr

Inr

InrCaja TATA putativa 
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Conclusiones 

1. Los datos obtenidos hasta ahora demuestran que ambas TvTBPs son capaces de formar dímeros 

in vitro.  

2. TvTBP1 es una proteína nuclear y forma dímeros in vivo.  

3. TvTBP1 es capaz de interactuar con IBP39, una proteína que participa en el reconocimiento de 

promotores transcritos por la RNA polimerasa II, sugiriendo que TvTBP1 podría formar parte del 

complejo de inicio de la transcripción junto con IBP39. 

4. Ambas TvTBPs reconocen al DNA y se unen a él de manera inespecífica, por lo que es probable 

que in vivo requieran de otros factores adicionales para el reconocimiento adecuado del promotor. 

 

 

Perspectivas 

1.- Evaluar si las TvTBPs forman parte de los complejos de inicio de la transcripción in vivo. 

Para contestar esta pregunta se sugiere realizar un ensayo tipo ChIP. En el laboratorio contamos 

con un anticuerpo anti-IBP39, obtenido durante este trabajo, que nos permitiría conocer si alguna 

de las TvTBP se encuentra formando parte del PIC transcrito por la RNA polimerasa II. 

 

2.- Inferir si ambas proteínas se expresan al mismo nivel. Mediante ensayos usando RT-qPCR se 

podrían conocer los niveles de expresión de ambos genes y así darnos una idea si las proteínas 

codificadas por estos podrían tener una expresión diferencial. T. vaginalis cuenta son un solo 

estadio, aunque dos formas son conocidas, como trofozoíto y con forma ameboide cuando se 

encuentra en presencia de hierro en el medio de cultivo. 

 

3.- Determinar el papel funcional de ambas TvTBPs. T. vaginalis es un protozoario unicelular que 

expresa dos TvTBPs. En humanos y D. melanogaster, se ha reportado una TBP y otros factores 

relacionados a TBP, la diferencia entre estas proteínas es la participación en la transcripción de 

distintos genes.  
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CAPÍTULO III: El complejo TFIIIB en T. vaginalis 

Introducción 

La transcripción por la RNA polimerasa III está especializada en la síntesis de pequeñas moléculas 

de RNA, involucradas principalmente en la traducción y el procesamiento del RNA (Turowski y 

Tollervey, 2016). Un total de 17 proteínas componen esta polimerasa: cinco subunidades se 

encuentran compartidas entre las tres RNA polimerasas (ABC27, ABC23, ABC14.5, ABC10α y 

ABC10β), dos subunidades se comparten con la RNA polimerasa I (AC19 & AC40), cuatro 

subunidades más son homólogas a subunidades de la RNA polimerasa I y la RNA polimerasa II 

(C160, C128, C25 y C11) y seis subunidades más son únicas de la RNA polimerasa III (C82, C53, 

C37, C34, C31 y C17) (Turowski y Tollervey, 2016). 

Los promotores reconocidos por la RNA polimerasa III se pueden clasificar en tres tipos (Figura 

22).  

 

Figura 22.- Transcripción por la RNA polimerasa III. Se ejemplifican los tres tipos de 

promotores transcritos por la RNA polimerasa III: El promotor de tipo I del gen 5S que contiene 

una región de control interno que consta de tres elementos: la caja A, un elemento intermedio (EI) 

y la caja C. El promotor de tipo II del gen tRNA (clase II) que consta de una caja A y una caja B. 

El promotor de tipo III del gen U6 (clase III) que tiene elementos río arriba, como la caja TATA. 

TFIIIA es esencial para el reconocimiento del promotor 5S a través de la caja C. El complejo 

TFIIIC es responsable del reconocimiento del promotor de tRNA a través de las cajas A y C. 



Caracterización de algunos factores del inicio de la transcripción en Trichomonas vaginalis 

 57 

Adicionalmente, TFIIIC estabiliza el complejo TFIIIA-DNA en el promotor del 5S. El complejo 

TFIIIB participa en el reconocimiento del promotor de U6 a través de TBP y es esencial para la 

formación de los complejos de inicio de la transcripción de los tres tipos de promotores de la RNA 

Pol III. 

 

Los promotores de la clase I son característicos del gen 5S, contienen elementos de control interno 

compuestos por la caja A, un elemento intermedio (IE) y la caja C, este último elemento es 

reconocido por el factor transcripcional TFIIIA, que a su vez recluta a TFIIIC, seguido por TFIIIB 

y al resto de la maquinaria transcripcional. 

Los promotores de la clase II son típicos de los genes tRNAs, contienen dos elementos intragénicos 

conservados: la caja A y la caja B. Estos coinciden con las características estructurales conservadas 

en el cuerpo del tRNA maduro, denominado bucle D y bucle T (Turowski y Tollervey, 2016). 

Ambos elementos son reconocidos por el complejo TFIIIC para posteriormente reclutar al resto de 

la maquinaria transcripcional. 

Los promotores de la clase III son típicos del gen U6. Estructuralmente se parecen más a los 

promotores transcritos por la RNA polimerasa II, tienen elementos externos del gen río arriba del 

sitio de inicio de la transcripción: el elemento de secuencia proximal (PSE), un elemento de 

secuencia distal (DSE) y una caja TATA, la cual es reconocida por la proteína TBP y forma parte 

de un complejo conocido como TFIIIB, junto a las proteínas Brf1 y Bdp1. Este complejo también 

participa en la transcripción de los otros tipos de promotores, pero solo en éstos es encargado del 

reconocimiento del DNA y del posterior reclutamiento de la maquinaria transcripcional. 

Los tres tipos de promotores contienen una corrida de timinas al final de la secuencia del gen que 

es importante para finalizar la transcripción.  

La transcripción por la RNA polimerasa III se regula principalmente durante el inicio de la 

transcripción (Abascal-Palacios et al., 2018), por tres factores de transcripción que son claves en 

este proceso: TFIIIA, TFIIIB y TFIIIC (Figura 22). 

 

TFIIIA 

TFIIIA es una proteína de ~40 kDa que se caracteriza por tener nueve motivos de dedos de zinc 

consecutivos, permitiéndole unirse con una gran afinidad y especificidad al DNA. Sin embargo, 

TFIIIA es poco conservado en secuencia y las similitudes entre este tipo de proteínas está limitado 

a la presencia de este dominio. TFIIIA participa en la transcripción del promotor 5S a través del 

reconocimiento del elemento de control interno (ICE) (Layat et al., 2013). 
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TFIIIB 

TFIIIB es un complejo compuesto por tres subunidades: TBP, Brf1 (B-related factor 1) y Bdp1 (B 

double prime o B’’). TBP y Brf1 forman un complejo muy estable llamado B’, mientras que Bdp1 

(B’’) se encuentra débilmente asociado a estos factores en ausencia de DNA y es separable por 

cromatografía. Estudios bioquímicos indican que TBP y Brf1 se unen cooperativamente al DNA; 

sin embargo, la presencia de Bdp1 contribuye a la formación de un complejo TFIIIB-DNA 

altamente estable (Gouge et al., 2017). La unión de TFIIIB al DNA es un paso importante para el 

posterior reclutamiento de la RNA polimerasa III y el inicio de la transcripción (Khoo et al., 2014). 

En levaduras, TFIIIB puede unirse al DNA por dos vías: a través de la unión a cajas TATA mediada 

por TBP o a través del complejo TFIIIC (Kassavetis y Geiduschek, 2006). 

En levaduras, TBP participa en la transcripción de los tres tipos de promotores transcritos por la 

RNA polimerasa III. Sin embargo, en años recientes se han identificado proteínas con similitud a 

TBP. TRF1 es un factor transcripcional relacionado a TBP identificado en Drosophila y es 

específico de insectos (Crowley et al., 1993). El extremo C-terminal de TRF1 tiene un alto grado 

de similitud con TBP y puede unirse a TFIIA, TFIIB y a DNA y es capaz de sustituir a TBP en 

ensayos de transcripción in vitro (Hansen et al., 1997). Experimentos bioquímicos muestran que 

TRF1 interacciona con Brf1 y puede sustituir a TBP del complejo TFIIIB (Kang et al., 2016). 

Adicionalmente, TRF1 participa en la transcripción del gen 5S y diversos genes de tRNA (Takada 

et al., 2000). Sin embargo, TBP es necesario para la transcripción de U6 (Verma et al., 2013). 

El dominio N-terminal de Brf1 contiene un plegamiento de dedos de zinc y dos plegamientos tipo 

ciclina que constan de 5 hélices α. Este dominio es homólogo a los factores de transcripción TFIIB 

y Rrn7 del sistema transcripcional de la RNA polimerasa II y la RNA polimerasa I, 

respectivamente. Mientras que el C-terminal de Brf1 le otorga afinidad de unión por la RNA 

polimerasa III. En levaduras, Brf1 contiene tres bloques de homología de secuencia, el bloque I 

(entre los aminoácidos 287 a 304), II (entre los aminoácidos 461 a 515) y III (entre los aminoácidos 

570 a 596) que se encuentran conservados en Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans, 

Kluyveromyces lactis y Homo sapiens (Khoo et al., 2014). Análisis estructurales del complejo 

Brf1-TBP-DNA indican que el bloque de homología II está posicionado a lo largo de la superficie 

convexa y lateral de TBP, este bloque también interacciona con Bdp1. Los bloques de homología 

están separados por dos regiones no conservadas, llamadas C-linker 1 y 2 (Khoo et al., 2014). En 

humanos, una variante de BRF1, llamada BRF2 es responsable de la transcripción del gen U6 
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(Schramm et al., 2000). Brf1 interactúa con algunas subunidades del complejo TFIIIC (Tfc1, Tfc4 

y Tfc8) y de la RNA polimerasa III (C160, C128, C34 y C17) (Khoo et al., 2014). 

La proteína Bdp1 fue descrita por primera vez en levadura (Kassavetis et al., 1995; Rüth et al., 

1996; Roberts et al., 1996). Bdp1 se caracteriza por contener un dominio SANT altamente 

conservado, llamado así porque se identificó en proteínas reguladoras de la cromatina y en 

reguladores transcripcionales (SWI3, ADA2, N-CoR y TFIIIB B’’). El dominio SANT es un 

motivo de aproximadamente 50 aminoácidos que se pliegan formando una hélice-vuelta-hélice 

conformado por tres hélices alfa, que a diferencia del dominio Myb, tiene como función el contacto 

proteína-proteína (Aasland et al., 1996). Bdp1 no tiene parálogos en los complejos 

transcripcionales de la RNA polimerasa I ni la RNA polimerasa II. En levadura, la región central 

de Bdp1, que contiene al dominio SANT, es esencial para la transcripción junto con el N-terminal 

de Brf1. En levadura, los residuos 241 a 285 de Bdp1, tienen una estructura predicha de hoja beta 

plegada que es esencial para la apertura del promotor. Mientras que, en humano, el gen TFNR 

codifica para la proteína BDP1 que tiene una longitud de 2254 aminoácidos y contiene 9 repetidos 

de un motivo de 55 aminoácidos con función desconocida. La secuencia codificante de HsBDP1 

está conformada por 32 exones que da origen a diversas isoformas por splicing alternativo que van 

desde los 55 kDa a los 250 kDa (Kelter et al., 2000). Los ortólogos de esta proteína se encuentran 

poco conservados en secuencia y solo comparten el dominio SANT. 

 

TFIIIC 

En levaduras, TFIIIC es un complejo compuesto por 6 subunidades Tfc1, Tfc3, Tfc4, Tfc6, Tfc7 y 

Tfc8 (TFIIIC63, TFIIIC220, TFIIIC102, TFIIIC110, TFIIIC35 y TFIIIC90 en humanos). Estas 

subunidades se encuentran organizadas en dos dominios globulares conocidos como A y B, debido 

a que se unen a las cajas A y B del promotor del gen tRNA, respectivamente. Ambos dominios se 

encuentran conectados por una región sensible a proteólisis. A está compuesto por Tfc1 (74 kDa), 

Tfc4/Pcf1 (120 kDa) y Tfc7 (49 kDa), constituyendo el dominio de unión río arriba. B está 

compuesto por las subunidades Tfc3 (132 kDa), Tfc6 (75 kDa) y Tfc8 (68 kDa) (Geiduschek y 

Kassavetis, 2001). Tfc8 funciona de enlace entre ambos dominios, mientras que Tfc6 y Tfc3 

participan en la unión al DNA. El complejo TFIIIC participa en la transcripción de los promotores 

de las clases I y II (Vannini, 2013). TFIIIC se une y estabiliza a complejos preformados de TFIIIA-

DNA sobre el promotor del 5S. La función principal de TFIIIC se ubica principalmente durante el 

inicio de la transcripción, en el reconocimiento del promotor y el reclutamiento de TFIIIB. A pesar 
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de esto, se entiende poco sobre los mecanismos moleculares que subyacen las funciones 

transcripcionales de TFIIIC en otras etapas de la transcripción (Vannini, 2013).  

 

El complejo TFIIIB en T. vaginalis 

Dada la importancia que parece tener el complejo TFIIIB para el inicio de la transcripción de la 

RNA polimerasa III y que TBP es parte de este complejo, nos preguntamos si existe un ortólogo 

del complejo TFIIIB en T. vaginalis y cuál de las proteínas TvTBPs que se expresan en este 

organismo es la que participa en la transcripción de la RNA polimerasa III.  

El ortólogo de Brf1 en T. vaginalis (TvBRF1) se identificó mediante un análisis in silico de 

interactoma obtenido a través de la base de datos STRING (Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes) que genera redes de asociación funcionales entre proteínas usando las 

secuencias de las TvTBPs en la búsqueda (M. en C. Lluvia Rosas Hernández) y el gen 

correspondiente se clonó en el plásmido pGEX4T1 (Dra. Alexandra Ibáñez Escribano), que permite 

obtener una proteína recombinante fusionada a GST en el extremo N-terminal. Esta proteína se usó 

para realizar ensayos de coprecipitación (GST-pulldown). Adicionalmente, se contaban con 

algunos plásmidos para probar la interacción mediante el ensayo de doble híbrido en levaduras: 

TvTBP1 y TvTBP2 en el plásmido pEG202 (M. en C. Lluvia Rosas Hernández), que se usaron en 

este trabajo.  

El ortólogo de Bdp1 en T. vaginalis (TvBDP1), se identificó durante el desarrollo de este trabajo. 

 

Resultados: 

TvBRF1 tiene dominios característicos de la familia relacionada con TFIIB 

En el genoma de T. vaginalis hay un gen anotado como factor del inicio de la transcripción brf1, 

putativo de 1209 pb que codifica para una proteína de 409 aminoácidos (TVAG_139840) (Carlton 

et al., 2007). Una etiqueta de secuencia expresada (EST) está anotada en TrichDB, sugiriendo la 

expresión a nivel de mRNA de TvBRF1. La proteína Brf1 tiene homólogos funcionales que 

participan en la transcripción por la RNA polimerasa I (Rrn7 en levaduras o TAF1B en humanos) 

y la RNA polimerasa II (TFIIB). Para descartar que la proteína identificada como TvBRF1 putativa 

corresponde a un homólogo de Brf1, se realizó un árbol filogenético usando las secuencias de los 

factores pertenecientes a esta familia de humano y levaduras. TvBRF1 se agrupa junto a sus 

ortólogos demostrando que realmente se trata de Brf1 (Figura 23A). Adicionalmente, un 
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alineamiento de las secuencias proteicas de BRF1 de humano, S. cerevisiae y S. pombe nos 

permitieron identificar los dominios más importantes de TvBRF1 (Figura 23B). El extremo N-

terminal de TvBRF1 contiene dos dominios característicos: los dedos de zinc (entre los 

aminoácidos 2 a 32) y dos plegamientos de ciclina (entre los aminoácidos 74 a 164 y 173 a 264). 

A su vez, estos dominios se conectan por un espaciador en el dominio N-terminal (N-linker), que 

en levaduras presenta dos estructuras claras: el B-reader (BR) y el B-linker (BL). El extremo C-

terminal de TvBRF1 es claramente más corto y presenta poca identidad de secuencia con las 

proteínas de levaduras y humanos. TvBRF1 se encuentra relativamente más cercano a HsBRF1 (33 

% de identidad) que a ScBrf1 (28 %). Finalmente, el N-terminal de TvBRF1 se plegó por 

homología de secuencia usando como templado la estructura tridimensional obtenida por 

cristalografía de rayos X de ScBrf1 (Figura 23C), la proteína TvBRF1 adopta una arquitectura 

similar a la de levadura, conservando los plegamientos típicos de ciclina y los dedos de zinc. En 

estas estructuras se puede observar que TvBRF1 presenta el B-reader, pero no el B-linker. 

 

 

Figura 23.- Dominios y estructura predicha de TvBRF1. A) Árbol filogenético de TFIIB y los 

factores relacionados a TFIIB (HsTAF1B: Q53T94, HsTFIIB: Q00403, and HsBRF1: Q92994), S. 

cerevisiae (ScRrn7: P40992, ScTFIIB: P29055 y ScBrf1:P29056), S. pombe (SpRrn7: Q9UST5, 

SpTFIIB: O13749, and SpBrf1:Q9P6R0), y T. vaginalis (TvBRF1: A2EJ51). El árbol filogenético 
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se obtuvo por el método de Neighbor-joining. B) Dominios de BRF1: los dedos de zinc, ZR (rojo), 

el espaciador del amino terminal compuesto a su vez por el BR (B-Reader) y el BL (B-Linker), los 

plegamientos de ciclina (azul y verde) y los tres bloques de homología descritos para Brf1 de 

levadura (gris). C) Estructura predicha del N-terminal de TvBRF1 usando a Brf1 de S. cerevisiae 

como modelo: El dominio de dedos de zinc (rojo) y los plegamientos de ciclina (azul y verde) se 

indican en la figura.  

 

TvBRF1 no complementa una cepa mutante de levadura 

Como un método para determinar la función de TvBRF1, se realizó un ensayo de complementación 

en una cepa mutante de BRF1 de levadura. Para este ensayo, se obtuvo a la cepa mutante de BRF1 

de levadura usando una cepa diploide, debido a que BRF1 es un gen esencial. La mutación se 

realizó mediante recombinación homóloga. Uno de los alelos que contiene el gen BRF1 se 

reemplazó por un casete de KANMX, el cual le confiere resistencia al antibiótico G418 y permitió 

la selección de las clonas mutadas. Adicionalmente se obtuvieron los plásmidos TvBRF1-pYES2 

y ScBRF1-pYES2 en los que los genes Tvbrf1 y ScBRF1, respectivamente, se encuentran bajo el 

control del promotor GAL1. Los plásmidos se transformaron a la cepa de levadura brf1::KANMX 

y se puso en medio de esporulación para obtener esporas con cuatro tétradas (dos que contienen el 

alelo silvestre y dos con el alelo que contiene el casete de KANMX. 

La complementación se analizó mediante disección de tétradas (Figura 24). Se observa crecimiento 

de cuatro tétradas cuando la cepa se transformó con el plásmido ScBRF1-pYES2 (control positivo) 

y sólo dos tétradas cuando la cepa se transformó con el plásmido pYES2 vacío (control negativo). 

La cepa transformada con TvBRF1-pYES2 muestra únicamente crecimiento de dos esporas, por lo 

que es posible concluir que la proteína de T. vaginalis no complementa la función del gen BRF1 

de levadura (Figura 24A). Todas las tétradas crecen en medio rico en galactosa (YPGAL); sin 

embargo, en presencia de geneticina, sólo pueden crecer las esporas que contienen el alelo con el 

casete de KANMX, para la cepa transformada con el plásmido ScBRF1-pYES2 este resultado 

corrobora que las esporas corresponden a una misma tétrada, mientras que para las cepas 

transformadas con el plásmido TvBRF1-pYES2 o el plásmido vacío, nos indica que las dos esporas 

que crecen en YPGAL contienen el gen endógeno y no el alelo reemplazado con KANMX. Para 

una segunda comprobación, se extrajo el DNA de cada una de las células que crecieron en el medio 

YPGAL y se realizó una amplificación por PCR usando un par de oligonucleótidos, los cuales se 

anclan rio arriba y río abajo del gen ScBRF1 y del casete de KANMX integrado en el mismo 

contexto genómico. El producto obtenido de la amplificación del gen ScBRF1 tiene un tamaño 

esperado de 2,399 pb y del casete de KANMX de 2,154 pb.  
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De los amplicones obtenidos del control positivo, se puede observar que dos corresponden en 

tamaño con el alelo con el casete de KANMX y dos con el alelo silvestre (flechas verdes), mientras 

que los amplicones obtenidos para el control negativo y para TvBRF1 tienen el tamaño del alelo 

silvestre (flechas azules y amarillo, respectivamente) (Figura 24B). Estos resultados demuestran 

que TvBRF1 no complementa la cepa mutante de levadura. 

 

Figura 24.- TvBRF1 no complementa una cepa mutante brf1::KANMX de levadura. A) La 

cepa brf1::KANMX fue transformada con los plásmidos TvBRF1-pYES2, ScBRF1-pYES2 

(control positivo) y pYES2 vacío (control negativo) y crecidas en medio mínimo hasta que se 

observó esporulación. Las esporas se trataron con liticasa, se separaron por disección de tétradas y 

se crecieron en medio YPGAL. Posteriormente, cada célula que creció en este medio se inoculó en 

los medios YPGAL y en YPGAL con geneticina. B) Comprobación mediante amplificación por 

PCR usando un par de oligonucleótidos que se anclan rio arriba y rio abajo del locus del gen BRF1 

en levadura. Las flechas verdes corresponden al control positivo, las amarillas a TvBRF1 y las 

azules al control negativo. 

  

 

El modelo estructural de TvBRF1 indica que los dominios más representativos del extremo N-

terminal están conservados con respecto a ScBrf1. Por otro lado, la porción C-terminal de ScBrf1 

es esencial para su función y contiene residuos importantes para la interacción con la RNA 

polimerasa III y las subunidades TBP y Bdp1 del complejo TFIIIB (Knutson y Hahn, 2011; Khoo 

et al., 2014) que no se encuentran conservados en TvBRF1, debido a que la secuencia de 

aminoácidos es más corta para la proteína de Trichomonas (Figura 25). Adicionalmente, el CTD 

de ScBrf1 contiene tres dominios de homología de secuencia que probablemente tenga sitios de 

interacción con otras proteínas propias de levadura que no pueden ser complementadas por la 

proteína de Trichomonas. 
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Para determinar si los dominios del N-terminal de TvBRF1 son funcionales, sería interesante 

obtener una construcción que nos permita tener una fusión del N-terminal de TvBRF1 y el C-

terminal de ScBrf1. Si no hubiera complementación con la fusión, significaría que los residuos 

importantes para llevar a cabo la interacción con algunas subunidades de la RNA polimerasa III 

(C17, C160, C34 y C128) en ScBrf1, son esenciales, ya que no se encuentran del todo conservados 

en TvBRF1 (Figura 25). 

 

Figura 25.- Aminoácidos de ScBrf1 involucrados en la interacción con la RNA polimerasa 

III, TBP y Bdp1 en comparación con TvBRF1. A) Las líneas de colores indican la posición en 

ScBrf1 de los aminoácidos involucrados en la interacción con las subunidades de la RNA 

polimerasa III: C17 (naranja), C128 (azul), C160 (verde) C34 (amarillo), TBP (rojo) y Bdp1 

(morado). Las abreviaturas ZR indican los dedos de zinc, el espaciador N-terminal está indicado 

por las letras BR/BL (B-Reader y B-Linker) y los tres bloques de homología de secuencia (I, II y 

III) se encuentran señalados. B) Conservación de los aminoácidos en TvBRF1 siguiendo el mismo 

código de color con respecto a levadura. C) Estructura de la RNA polimerasa III de levadura (gris), 

Bdp1 (morado), TBP (rojo), C34 en amarillo y Brf1 (verde). 

 

Identificación de TvBDP1  

Una búsqueda por homología en la base de datos de TrichDB usando las secuencias de BDP1 de 

humano y levadura permitieron identificar a un ortólogo de Bdp1 (TVAG_482180) en T. vaginalis 

anotado como Factor de transcripción TFIIIb B (Carlton et al., 2007) y que planteamos que debe 

corresponder a TvBDP1. La expresión de TvBDP1 se verificó mediante la búsqueda de EST en la 



Caracterización de algunos factores del inicio de la transcripción en Trichomonas vaginalis 

 65 

base de datos TrichDB. El gen de Tvbdp1 codifica para una proteína de 289 aminoácidos con un 

peso teórico de 33 kDa. 

La proteína Bdp1 es una proteína altamente divergente en secuencia y tamaño (2624 aminoácidos 

para la secuencia canónica HsBDP1 y 594 aminoácidos para ScBdp1). Estas proteínas tienen un 

único dominio conservado conocido como dominio SANT, el cual está constituido por tres hélices 

α (Aasland et al., 1996), aunque recientemente se ha descrito el dominio SANT extendido que 

incluye a las tres hélices α originales y las regiones C-terminal y N-terminal que flanquean este 

dominio, las cuales se conforman de otras dos hélices α y son esenciales en S. cerevisiae (Gouge 

et al., 2017). 

Un alineamiento de secuencia múltiple usando las secuencias de BDP1 de Homo sapiens, S. 

cerevisiae, S. pombe y T. vaginalis, muestran una región única de similitud que comprende el 

dominio SANT. Posteriormente, un análisis mediante la base de datos de INTERPRO, mostró que 

el dominio SANT se encuentra entre los residuos 131 y 179 de TvBDP1 (Figura 26A). 

Adicionalmente, el modelaje por homología para obtener la estructura terciaria de TvBDP1 usando 

como templado la estructura tridimensional obtenida por cristalografía de rayos X de levadura, 

muestra que esta proteína contiene el plegamiento típico que adopta el dominio SANT (Figura 

26B). Curiosamente, TvBDP1 presenta un plegamiento de hélice α en el extremo C-terminal que 

se encuentra conservado en la estructura cristalográfica de levadura. Debido a la poca similitud en 

secuencia entre las proteínas Bdp1, no se realizó un ensayo de complementación para TvBDP1. 
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Figura 26.- Dominios y estructura predicha de TvBDP1. A) Dominios de BDP1: H. sapiens 

HsBDP1 (Q38AI0), S. cerevisiae ScBdp1 (P46678), S. pombe SpBdp1 (O94481) y T. vaginalis 

TvBDP1 (A2EBM7). El dominio SANT se representa en morado. HsBDP1 presenta 9 repetidos 

de secuencia (verde). B) Estructura predicha para TvBDP1 usando a ScBdp1 como modelo, el 

dominio SANT se representa en morado. 

 

 

Interacción proteína-proteína evaluada por doble híbrido 

Para probar la interacción entre las proteínas TvTBPs, TvBDP1 y TvBRF1, se realizó un análisis 

usando el método de doble híbrido en levadura. La interacción proteína-proteína se evaluó 

mediante la activación de los reporteros LEU y lacZ.  

Brevemente, TvTBP1, TvTBP2 (M en C. Lluvia Rosas Hernández) y TvBDP1 se clonaron en el 

vector pEG202 que expresa a la proteína como una fusión al dominio de unión al DNA de LexA 

(BD, por sus siglas en inglés de Binding Domain) bajo el promotor constitutivo del gen ADH1 
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(alcohol deshidrogenasa 1). Adicionalmente, este plásmido contiene al gen HIS3 que permite la 

selección de las células transformantes.  

Por otro lado, TvBRF1 y TvBDP1 se clonaron en el vector pJG4-5 que expresa a la proteína como 

una fusión al dominio de activación B42 (AD, por sus siglas en inglés de Activation Domain) bajo 

el promotor GAL1 (por lo que requiere que el medio contenga galactosa). Este plásmido contiene 

el gen TRP1 para la selección de las transformantes.  

Los plásmidos se transformaron junto con pSH18-34 (que contiene el gen reportero lacZ) a la cepa 

de levadura EGY48 [Mat , trp1, his3, ura3, (lexAops-LEU2)], en la cual las secuencias de 

activación río arriba del gen LEU2 (requerido para la biosíntesis de leucina) se ha reemplazado con 

6 operadores LexA. El plásmido pSH18-34 contiene al gen URA3 para la selección de las 

transformantes. La selección de las clonas transformantes se realizó en medio mínimo en ausencia 

de histidina, triptófano y uracilo según aplicara. 

Para probar que el sistema de doble híbrido funciona adecuadamente se usaron como control 

positivo dos proteínas de levadura:  y  fusionadas al dominio de unión (BD) y al dominio de 

activación (AD) respectivamente. Como controles negativos se usaron: 1) endoquitinasa como 

proteína no relacionada, 2) los plásmidos pEG202-TvTBP1, pEG202-TvTBP2, pEG202-TvBDP1 

en ausencia del activador transcripcional y los plásmidos pJG4-5-TvBDP1 y pJG4-5-TvBRF1 en 

ausencia del dominio de unión al DNA, los cuales no deberían producir colonias viables en 

ausencia de leucina y crecerán colonias blancas en el medio que contiene X-gal. Este control es 

importante para identificar si las proteínas de Trichomonas presentan autoactivación 

transcripcional.  

Las células transformadas se cultivaron hasta alcanzar una densidad óptica de 0.6 y a partir de éstas 

se hicieron diluciones seriadas de 1:5, 1:25, 1:125. Se tomaron 3 µl de cada dilución para realizar 

los goteos en dos medios distintos: 1) Medio mínimo galactosa, en el cual se evalúa el reportero de 

leucina. En este medio se observa crecimiento cuando hay interacción proteína-proteína. 2) Medio 

mínimo galactosa, leucina y X-gal, en el que se evalúa el gen reportero lacZ. En este medio todas 

las células pueden crecer, pero las colonias son azules sólo cuando hay interacción proteína-

proteína. En este medio también se puede observar la viabilidad de las células transformantes. 

En las interacciones probadas para TvTBP1 se observa que TvTBP1/TvBRF1 activan el promotor 

de leucina y el promotor de lacZ, mientras que TvTBP1/TvBDP1 activa únicamente el promotor 

de leucina y no el de lacZ (Figura 27A).  
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Por otro lado, en los ensayos para TvTBP2, TvTBP2/TvBRF1 y TvTBP2/TvBDP1 activan solo el 

reportero de leucina y el crecimiento de las células transformantes es menor si se compara con el 

crecimiento obtenido con TvTBP1 (Figura 27B). TvTBP1(BD), TvTBP2(BD), TvBRF1(AD) y 

TvBDP1(AD) no presentan autoactivación transcripcional (Figura 27D y E). Estos resultados 

sugieren que tanto TvTBP1 como TvTBP2 pueden interactuar con TvBRF1 y TvBDP1; sin 

embargo, la interacción con TvTBP1 es más estable.  

De los ensayos con TvBDP1 se pudo observar que esta proteína tiene actividad transcripcional por 

si sola (Figura 27C y D). A pesar de ello, en presencia de TvBRF1 hay mayor crecimiento de las 

células transformantes en medio mínimo galactosa, sugiriendo que existe una interacción TvBRF1-

TvBDP1 (Figura 27C). Debido a la activación que presenta TvBDP1 junto al dominio de unión al 

DNA, se intentó probar la interacción inversa, es decir, TvBRF1en el plásmido pEG202 y TvBDP1 

en el plásmido pJG4-5. Sin embargo, esta combinación no se pudo usar debido a que TvBRF1 

junto al dominio de unión al DNA, presenta una mayor actividad transcripcional (datos no 

mostrados). 

Como dato curioso de estos ensayos, se observa que TvTBP1/TvBRF1 activa el reportero de lacZ 

pero otras interacciones como TvTBP1/TvBDP1 que activan el reportero de leucina, no lo hacen 

con el reportero lacZ. Los sistemas reporteros usados aquí no son del todo equivalentes en el sentido 

de que uno se encuentra integrado en el genoma (reportero de leucina), mientras que el otro es 

episomal (reportero de lacZ). Adicionalmente, el reportero de leucina en la cepa EGY48 contiene 

seis operadores de LexA, mientras que el reportero de lacZ posee ocho (Estojak et al., 1995), sin 

embargo, para algunas proteínas, el reportero de LEU2 en la cepa EGY48 es más sensible que el 

reportero lacZ del plásmido pSH18-34 (Golemis et al., 2000), por lo que las diferencias observadas 

en la activación de ambos reporteros no son del todo inesperadas. 

La activación del reportero lacZ es cuantificable, pudiendo de este modo, determinar la afinidad de 

las interacciones proteína-proteína probadas en este ensayo. El análisis se realizó mediante un 

ensayo colorimétrico a través de la cuantificación del ONPG (Orto-nitrofenil-β-galactósido) 

hidrolizado por la acción de la β-galactosidasa. Los extractos de proteínas se obtuvieron de las 

células transformantes crecidas a una densidad óptica de 0.6. Un volumen determinado del extracto 

se puso en presencia del ONPG y se incubó a 30ºC. Los datos obtenidos de este ensayo se muestran 

en la tabla del anexo II. Una fuerte actividad de la -galactosidasa se detectó en las células 

transformantes con TvTBP1-TvBRF1, indicando que la interacción entre estas proteínas es muy 

afín (Figura 27).  
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Los ensayos de doble híbrido y la medición de la actividad de -galactosidasa sugieren que 

TvTBP1 interacciona con mayor afinidad con las proteínas del complejo TFIIIB (TvBRF1 y 

TvBDP1) que TvTBP2 y que por tanto tiene más probabilidad TvTBP1 de formar parte del 

complejo TFIIIB en T. vaginalis. 

 

 

Figura 27.- Ensayo de doble híbrido para probar la interacción entre las TvTBPs, TvBDP1 y 

TvBRF1. A) Ensayo para TvTBP1. B) Ensayo para TvTBP2. C) Ensayo para TvBDP1. D) 

Controles de TvTBP1, TvTBP2 y TvBDP1 en pEG202 sin el plásmido pJG4.5. E) Controles de 

TvBRF1 y TvBDP1 en pJG4.5 sin pEG202. Las proteínas de levadura  y  fusionadas al dominio 

de unión (BD) y al dominio de activación (AD) se usaron como control positivo. Endoquitinasa se 

usó como control negativo. Los goteos se realizaron por triplicado y se muestra un ejemplo 

representativo de cada interacción. Las barras de la gráfica reflejan la actividad específica de la -

galactosidasa usando ONPG como sustrato. Los valores de la actividad específica de la -

galactosidasa son expresados en nm/min/mg de proteína y representan el promedio de al menos 

tres ensayos independientes, la barra indica la desviación estándar. 
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Ensayos de coprecipitación de las proteínas del complejo TFIIIB 

El ensayo por doble híbrido permitió tener un panorama general de las interacciones proteicas del 

complejo TFIIIB, no obstante, una confirmación por otro método era necesaria. De modo 

complementario, el siguiente ensayo de coprecipitación permitió analizar las interacciones entre 

dos y tres proteínas al mismo tiempo. 

Para este ensayo, las proteínas GST-BRF1 o GST sola (como control negativo), se acoplaron a la 

matriz de glutatión sefarosa para probar su interacción con 6xHis-TvTBP1, 6xHis-TvTBP2 y 

6xHis-TvBDP1 tal como se muestra en el esquema (Figura 28A). Para ello, se requirieron realizar 

12 ensayos de manera simultánea. Las muestras del lisado celular (extracto total, líneas 1 y 4) y de 

la coprecipitación se analizaron por SDS-PAGE, tinción con azul de Coomassie y por inmunoblot 

usando una sonda (HisProbe-HRP) contra la etiqueta de histidinas.  

El ensayo de coprecipitación para probar la interacción entre TvBDP1 y TvBRF1 se muestra en 

ambos geles (Figura 28B líneas 1, 2 y 3 y C líneas 9, 10 y 11). En las líneas 1 y 9 del inmunoblot 

(que corresponde al extracto total de TvBDP1), se observan dos señales, la de mayor peso 

molecular corresponde en peso a la proteína completa de TvBDP1 de 71.6 kDa. Una señal de menor 

peso molecular (aproximadamente 20 kDa), parece ser un producto de la degradación de TvBDP1. 

A pesar de que la interacción directa entre las proteínas TvBDP1 y TvBRF1 fue observada por 

ensayos de doble híbrido (Figura 27C), por este método no se obtuvo el mismo resultado (Figura 

28B línea 3 y 20C, línea 11). En S. cerevisiae y humanos, Bdp1 se encuentra débilmente asociado 

con TBP y Brf1, esta unión se estabiliza solo en presencia de DNA (Schramm et al., 2000), por lo 

que es probable que las diferencias observadas en la interacciones entre TvBDP1 y TvBRF1 se 

deba a la ausencia de DNA en los ensayos de coprecipitación. Los resultados sugieren que estas 

proteínas se comportan de manera similar a las de eucariontes superiores. 

En los ensayos de interacción entre TvBRF1-TvTBP1 (Figura 28B, líneas 4, 5 y 6) y TvBRF1-

TvTBP2 (Figura 28C, líneas 12, 13 y 14) se usó mayor concentración del lisado para los ensayos 

con TvTBP2, razón por lo cual se observa una mayor carga de proteínas en esta línea (Figura 28B 

línea 4 y C, línea 12). No obstante, la señal de aproximadamente 26 kDa correspondiente a la 

coprecipitación es más intensa para TvTBP1 que para TvTBP2 (Figura 28B línea 6 y C, línea 14). 

Los resultados sugieren que la interacción entre TvTBP1/TvBRF1 es más afín que para 

TvTBP2/TvBRF1. Estos datos concuerdan con los obtenidos por doble híbrido.  
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Figura 28.- Ensayo de coprecipitación para probar la formación del complejo TFIIIB. A) 

Representación esquemática de los ensayos de coprecipitación. La proteína recombinante GST-

BRF1 o GST sola (control negativo) se usó como carnada para interactuar con los lisados de E. 

coli expresando las proteínas recombinantes 6xHis-TvTBP1, 6xHis-TVTBP2 o 6xHis-BDP1 solas 

o en combinación. Los números en el esquema indican el número del carril donde se cargaron las 

muestras. B) Ensayos de coprecipitación para TvTBP1. El orden de los ensayos es como sigue: 

Coprecipitación GST-BRF1 con 6xHisBDP1: el extracto de proteínas de E. coli expresando a 

6xHis-BDP1 (línea 1) se incubó con las perlas unidas a GST (línea 2) o GST-BRF1 (línea 3). 

Coprecipitación GST-BRF1 con 6xHisTvTBP1: el extracto de proteínas de E. coli expresando a 

6xHis-TvTBP1 (línea 4) se incubó con las perlas unidas a GST (línea 5) o GST-BRF1 (línea 6). 

Coprecipitación GST-BRF1 con 6xHis-TvTBP1 y 6xHis-TvBDP1: los extractos de proteínas de 

E. coli expresando a 6xHis-TvTBP1 y 6xHis-TvBDP1 se incubaron con las perlas unidas a GST 

(línea 7) o GST-BRF1 (línea 8). C) Ensayos de coprecipitación para TvTBP2. El orden de los 

ensayos es como sigue: Coprecipitación GST-BRF1 con 6xHisBDP1: el extracto de proteínas de 

E. coli expresando a 6xHis-BDP1 (línea 1) se incubó con las perlas unidas a GST (línea 2) o GST-

BRF1 (línea 3). Coprecipitación GST-BRF1 con 6xHisTvTBP2: el extracto de proteínas de E. coli 

expresando a 6xHis-TvTBP2 (línea 4) se incubó con las perlas unidas a GST (línea 5) o GST-BRF1 

(línea 6). Coprecipitación GST-BRF1 con 6xHis-TvTBP2 y 6xHis-TvBDP1: los extractos de 

proteínas de E. coli expresando a 6xHis-TvTBP2 y 6xHis-TvBDP1 se incubaron con las perlas 

unidas a GST (línea 7) o GST-BRF1 (línea 8). Se muestran los geles teñidos con azul de Coomassie 

(panel superior) y el ensayo de inmunoblot con la sonda HisProbe-HRP que revela la presencia de 

las proteínas con etiqueta de histidina (panel inferior). La posición de las proteínas se encuentra 
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señalada en los geles según su peso molecular; GST-BRF1 de71.6 kDa (triángulo verde), GST (26 

kDa), 6xHis-TvTBP1 (triángulo azul claro) y 6xHis-TvTBP1 (triángulo azul oscuro) de 

aproximadamente 26 kDa y 6xHis-TvBDP1 de 32.9 kDa (triángulo morado). 

 

Finalmente, para probar la formación de un complejo entre las tres proteínas; TvBRF1 se incubó 

al mismo tiempo con los extractos celulares que contenían a las TvTBPs y a TvBDP1 (Figura 28B, 

líneas 7 y 8; C, líneas 15 y 16). Dos señales, que corresponden en peso molecular con TvTBP1 y 

TvBDP1 se observan en el ensayo de coprecipitación con TvBRF1 (Figura 28B, línea 8). 

Particularmente con TvTBP2, no se observa ninguna señal (Figura 28C, línea 16). La interacción 

entre TvTBP2 y TvBRF1 es de por si débil (Figura 28C, línea 14), por lo que es probable que, al 

adicionar una mayor cantidad de volumen, correspondiente al lisado de TvBDP1, la señal se haya 

perdido. Los resultados de esta parte del ensayo resultan muy interesantes; por un lado, observamos 

lo mismo que en los dobles híbridos, la interacción entre TvTBP1-TvBRF1 es más afín que la que 

se puede dar entre TvTBP2-TvBRF1. Por otro lado, se observa una interacción entre las proteínas 

TvTBP, TvBRF1 y TvBDP1, lo que sugiere la formación de un complejo TFIIIB en T. vaginalis y 

la participación de las tres proteínas sugiere una misma función biológica. Adicionalmente, la 

interacción entre estas tres proteínas parece estar dada a través de TvTBP. Recientemente se obtuvo 

la estructura cristalográfica del complejo TFIIIB-DNA de S. cerevisiae (Figura 29), en esta se 

puede observar que TBP (rosa) interactúa con los repetidos de ciclina (verde) y el C-terminal 

(naranja) de ScBrf1 por un lado y por el otro con ScBdp1 (morado) a través del dominio SANT. 

Esta estructura coindice con los resultados observados para el complejo TFIIIB de T. vaginalis y 

explica por qué se requiere de TBP para observar a las tres proteínas en el ensayo de 

coprecipitación, ya que la interacción Brf1-Bdp1, es débil y poco estable. 
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Figura 29.- Estructura cristalográfica del complejo Brf2-TBP-Bdp1-DNA de S. cerevisiae.A) 

vista superior. B) Vista inferior. La hebra templado y no templado se ilustran en color azul oscuro 

y azul claro respectivamente. TBP (rosa), Bdp1 (morado), los repetidos de ciclina (verde) y el CTD 

(naranja) de Brf1 (Gouge et al., 2017). 

 

El complejo TFIIIB se une a los promotores 5S y U6 

Diversos estudios han demostrado que el complejo TFIIIB se ensambla sobre las tres clases de 

promotores transcritos por la RNA polimerasa III y que Bdp1 es requerido para estabilizar el 

complejo al DNA. En esta parte, nos enfocamos en estudiar la interacción de los diferentes 

componentes del complejo TFIIIB al DNA mediante ensayos de retardo de la movilidad 

electroforética.  

Las proteínas individuales (GST-BRF1, 6xHis-TvTBP1, 6xHis-TvTBP2 y 6xHis-TvBDP1) se 

purificaron por columna de afinidad. Mientras que, las distintas combinaciones de proteínas (GST-

BRF1/6xHis-TvTBP1, GST-BRF1/6xHis-TvTBP2, GST-BRF1/6xHis-TvBDP1, 6xHis-

TvBDP1/6xHis-TvTBP1, 6xHis-TvBDP1/6xHis-TvTBP2 y GST-BRF1/6xHis-TvTBP1/6xHis-

TvBDP1, GST-BRF1/6xHis-TvTBP2/6xHis-TvBDP1) se obtuvieron mediante coprecipitación 

usando la matriz de níquel. Las proteínas recién purificadas se incubaron con las sondas 5S y U6 

de T. vaginalis marcadas radioactivamente por PCR usando [-32P]ATP. 

La sonda del promotor 5S de T. vaginalis de 186 pb contiene elementos río arriba del sitio de inicio 

de la transcripción, específicamente el UPE (Upstream Promoter Element) y un elemento con 

similitud al SSE (Start Site Element) (Figura 30A). En levaduras, estos elementos participan en la 

unión del factor TFIIIB (Lee et al., 1997). A su vez, el promotor del gen U6 de T. vaginalis contiene 
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un elemento con similitud a una caja TATA cercano al sitio de inicio de la transcripción en la 

posición 28 (Figura 30B) (Simoes-Barbosa et al., 2008). Ambos promotores son regiones ricas en 

A/T, por lo que no es extraño encontrar secuencias con similitud a una caja TATA rio arriba de los 

elementos descritos.  

En general, los resultados del ensayo para la sonda 5S y U6 son bastante similares y se resumen en 

los siguientes puntos: 1) TvTBP1 forma un retardo estable con ambas sondas (5S y U6) (Figura 

30, línea 2), mientras que TvTBP2 retarda ambas sondas, pero su unión con el DNA no parece 

estable, ya que se observa un barrido a través del carril (Figura 30, línea 10). Este resultado es el 

mismo que observamos en el capítulo anterior. 2) TvBRF1 no se une al DNA, al menos por sí sola 

(Figura 30, líneas 3 y 11). La principal función de Brf1 es la de formar una conexión entre TFIIIB 

y la RNA polimerasa III. Aunque, recientemente se describió que un dominio de ScBrf1 conocido 

como la hélice “lid” que se encuentra entre el bloque de homología I y II tiene elementos de unión 

al DNA (Vorländer et al., 2018), está hélice no está conservada en TvBRF1. 3) TvBDP1 se une al 

DNA. Sin embargo, al igual que TvTBP2 con el DNA, parece formar un complejo inestable DNA-

proteína ya que se observa un barrido en este carril (Figura 30, líneas 4 y 12). Aunque este barrido 

sólo ocurre en la mitad del carril, a diferencia de TvTBP2, no tiene que ver con el peso molecular 

de las proteínas (TvBDP1 = 32.9 kDa y TvTBP2 = 26 kDa) y puede deberse a otros efectos como 

la carga o la conformación del complejo DNA-proteína (Lane et al., 1992). Este resultado también 

puede deberse a que TvBDP1 no es estable en solución y se degrada rápidamente. 4) La unión del 

complejo TvTBP1-TvBRF1 al DNA genera lo que parece ser un superretardo (Figura 30, línea 5), 

ya que la señal se observa arriba de la obtenida con TvTBP1-DNA (Figura 30, línea 2) y es más 

intensa. A su vez, la unión del complejo TvTBP2-TvBRF1 al DNA parece ser más estable que 

cuando está TvTBP2 sola (Figura 30, línea 13). 5) La unión de TvBDP1 a cualquiera de las 

proteínas TvTBPs es suficiente para formar un complejo estable, ya que se lleva toda la sonda libre 

y la señal del retardo es la más intensa (Figura 30, líneas 6, 7 y 15). Nota: en la línea 14 

correspondiente a TvBDP1-TvTBP2, no se ve ningún retardo, ni sonda libre. Una posibilidad es 

que la muestra no se cargara adecuadamente en ambos pozos, sin embargo, no es tan probable. 

Otra posibilidad es que durante la purificación de TvTBP2, en un intento por concentrar la muestra, 

se copurificara alguna impureza que degradó la muestra de DNA. 6) Para la línea correspondiente 

a TvBRF1 y TvBDP1 (Figura 30, líneas 8 y 16) no se observa diferencia con respecto a TvBDP1-

DNA (Figura 30, líneas 4 y 12), respaldando los resultados obtenidos por coprecipitación. 
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Figura 30.- Ensayos EMSA para probar la unión del complejo TFIIIB al promotor 5S y U6 

de T. vaginalis. A) En el panel superior se muestra la secuencia de la sonda del promotor 5S de 

186 pb que contiene los elementos UPE (Upstream Promoter Element) y el SSE (Start Site 

Element) marcados en gris. El sitio de inicio de la transcripción se muestra con una flecha. Los 

ensayos EMSA realizados con la sonda 5S se muestran en el panel inferior. B) En el panel superior 

se muestra la sonda del promotor U6 de 120 pb que contiene una caja putativa en la posición -28 

(gris). Los ensayos EMSA realizados con la sonda U6 se muestran en el panel inferior. Cada carril 

es indicado con un número. La presencia de proteína se indica con el símbolo (+) y la ausencia con 

el símbolo (-). 

  

 

Para probar el efecto de la estabilidad en los complejos formados, se decidió repetir el ensayo con 

la sonda U6 bajo las mismas condiciones, excepto que las proteínas purificadas el día anterior se 

usaron en el ensayo (Figura 30). En esta figura se observa que el retardo formado por TvTBP1 se 

ve bastante afectado (línea 2). TBP suele formar dímeros en solución, motivo por el cual, limita la 

disponibilidad de la proteína libre para unirse al DNA. Mientras que la señal del retardo formado 

por TvBDP1 no se ve afectado en intensidad, pero se ve más debajo de lo esperado (línea 4). 

TvBDP1 se degrada (Figura 31) y es probable que uno de los fragmentos se siga uniendo a la sonda. 
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Los complejos TvBRF1-TvTBP1-TvBDP1, TvBRF1-TvTBP1 y TvBDP1-TvTBP1 (líneas 5, 6 y 

7), se conservan casi idénticos, siendo este último el más estable. Estos datos sugieren, de manera 

indirecta, que realmente se está formando un complejo y que la interacción entre estas proteínas 

les da cierta estabilidad en solución.  

 

Figura 31.- Estabilidad del complejo TFIIIB con un promotor U6. Las proteínas recién 

extraídas (Día 1) y con un día de antigüedad (Día 2) se compararon en ensayos de retardo con la 

sonda U6. 

 

En el capítulo anterior, observamos que las TBPs de T. vaginalis se unen al DNA de manera 

independiente de secuencia, por lo que es muy probable que otros factores sean los responsables 

del adecuado reconocimiento del sitio de inicio de la transcripción. Adicionalmente, los resultados 

con la proteína TvBDP1 nos sugieren que la interacción con TvTBP resulta en un complejo estable. 

Por consiguiente, nos preguntamos si TvTBP-TvBDP1 o el complejo TFIIIB (TvBDP1-TvTBP-

TvBRF1) son capaces de reconocer específicamente un sitio en el promotor.  

Para probar esta hipótesis, realizamos un ensayo EMSA dividiendo las regiones más importantes 

del promotor 5S de T. vaginalis en sondas de 60-80 pb (Figura 32A). La sonda A contiene una 

región rica en A/T, regiones reguladoras de levadura (UPE, SSE) y el sitio de inicio de la 

transcripción. La sonda B contiene el sitio de unión a TFIIIC, la caja A y el elemento intermedio y 

finalmente la sonda C contiene la caja C y la secuencia de terminación de la transcripción. Las con 

Las proteínas TvTBP1, TvTBP2, TvBDP1 individuales o el complejo TFIIIB (TvBRF1-TvTBP-

TvBDP1) obtenido por coprecipitación, se incubaron con las sondas. TvTBP1 se une a todas las 

sondas probadas, aunque con la sonda A no se alcanza a definir una señal, casi no queda sonda 

libre (Figura 32, línea 2). Para TvTBP2 no se define una señal, pero se alcanza a ver menos sonda 
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libre, sugiriendo que TvTBP2 se une a todas las sondas. Es probable que por la cantidad de DNA 

usada en el ensayo no se alcance a ver el barrido a través del carril como sucede con esta proteína 

en anteriores ensayos (Figura 32, línea 6). Una señal bien definida correspondiente a la unión de 

TvBDP1 al DNA se observa en todas las sondas probadas (Figura 32, carril 3 y 7). La presencia de 

TvBRF1 en el complejo TFIIIB, tampoco hace un cambio, ya que TFIIIB retarda las tres sondas, 

ya sea que el complejo esté formado con TvTBP1 o con TvTBP2(Figura 32, carril 4 y 8). Estos 

datos sugieren que la presencia de TvBDP1 o TvBRF1 en el complejo no le otorgan especificidad 

de unión al DNA.  

 

 

Figura 32.- Unión del complejo TFIIIB a distintas regiones del promotor 5S. El promotor 5S 

se muestra en el panel superior y contiene el elemento UPE, el elemento SSE, la caja A, el elemento 

intermedio (IE) y la caja C. La sonda A de 60 pb contiene a los elementos UPE y SSE, la sonda B 

contiene a la caja A y al elemento intermedio y la sonda C contiene a la caja C y el elemento de 

terminación. En el panel inferior, se muestran los EMSAS con las proteínas TvBDP1, TvTBP1 y 

TvTBP2 individualmente o en complejo. Cuando se indica la presencia de las tres proteínas 

significa que se agregó el complejo obtenido por coprecipitación y no las proteínas individuales. 

El gel se tiñó con bromuro de etidio y los colores de la imagen se muestran invertidos. 
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En un último intento por identificar el sitio de unión del complejo TFIIIB en el promotor 5S, se 

obtuvieron sondas de 40 pb mediante aliniamiento de oligonucleótidos. Uno de los 

oligonucleótidos sin alinear fue usado como control negativo, ya que en teoría, TBP no se une a 

DNA de cadena sencilla. La sonda completa del promotor 5S de 200 pb se usó como control 

positivo (Figura 33A). Por otro lado se obtuvo el complejo TFIIIB (TvBDP1-TvTBP1-TvBRF1) 

mediante coprecipitación y se incubó con las sondas. La sonda que contiene a todos los elementos 

del promotor 5S es retardada por el complejo TFIIIB (Figura 33B, línea2), mientras que la sonda 

de cadena sencilla no se retarda (Figura 33B, línea 10). El ensayo de retardo muestra que el 

complejo TFIIIB se una a todas las sondas de doble cadena de 40 pb (Figura 33B, líneas 4 a 9). Por 

este método fue imposible determinar el sitio de unión de TFIIIB al promotor 5S de T. vaginalis y 

es probable que se requiera de otros factores, como el complejo TFIIIC, para el adecuado 

reconocimiento del sitio de inicio de la transcripción. Los ensayos usando extractos nucleares de 

T. vaginalis no son una opción, ya que este ensayo se ha intentado en un trabajo previo usando 

distintas condiciones de unión, sin éxito (Torres Machorro, 2010). El problema de usar extractos 

totales o nucleares de T. vaginalis consiste en que este organismo contiene una gran cantidad de 

proteasas y nuclesas, haciendo muy dificil obtener extractos íntegros a pesar de las precauciones 

tomadas. Por otro lado, utilizando ensayos de transcripción in vitro, se pudo determinar que el 

promotor del gen 5S es funcional. Posteriormente, se intentó probar las diferentes regiones del 

promotor 5S mediante mutagénesis dirigida, pero esta tarea no se puso completar por problemas 

técnicos (Torres Machorro, 2010). 
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Figura 33.- Mapeo de la unión de TFIIIB al promotor 5S. A) Secuencias de las sondas. La 

sonda 5STATT-END de 200 pb contiene todos los elementos del promotor 5S, la sonda TATT de 

40 pb que contiene una región rica en A/T y al elemento UPE, la sonda Y+1 de 40 pb que contiene 

los elementos UPE y SSE, la sonda TFIIIC de 40 pb que contiene el sitio de inio de la transcripción 

y el elemento de unión del complejo TFIIIC, la sonda A+IE de 40 pb de contienen a la caja A y al 

elemento intermedio, la sonda caja C de 40 pb, la sonda END de 40 pb y una secuencia de cadena 

sencilla de 40 pb (el oligonucleótido TATT). En el panel inferior se muestran los EMSAS con el 

complejo TFIIIB (TvBDP1-TvTBP1-TvBRF1) obtenido por coprecipitación. El gel se tiñó con 

bromuro de etidio y los colores de la imagen se muestran invertidos. 
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Conclusiones 

Los resultados obtenidos sugieren la formación de un complejo TFIIIB en T. vaginalis. En el cual, 

las proteínas TvBRF1 y TvBDP1 se asocian preferencialmente con TvTBP1. La formación del 

complejo con TvTBP2 es posible; sin embargo, parece ser una interacción más débil. Es importante 

determinar cuál de las dos proteínas forma parte del complejo in vivo en T. vaginalis. 

Por otro lado, la presencia de TvTBP es necesaria para la formación del complejo, debido a que, 

es TvTBP quien forma interacciones con TvBDP1 y TvBRF1. Los datos sugieren que, en ausencia 

de esta proteína, no se puede formar el complejo. 

La unión del complejo TFIIIB a los promotores transcritos por la RNA polimerasa III está dada 

por TvTBP y TvBDP1, ya que en los ensayos de retardo observamos que TvBRF1 no muestra 

ninguna actividad de unión. Sin embargo, el sitio de unión de TFIIIB aún se debe determinar. En 

la figura 34, se muestra un modelo de los resultados obtenidos. El promotor U6 ha sido usado como 

ejemplo, sin embargo, esta unión también puede darse con el promotor del gen 5S. 

  

 

Figura 34.- Modelo hipotético de la formación del complejo TFIIIB en T. vaginalis 

ensamblado sobre el promotor U6. TvTBP1 interactúa con TvBRF1 y con TvBDP1 para 

ensamblar al complejo TFIIIB. Las interacciones proteína-proteína se dedujeron de los ensayos de 

doble híbrido y coprecipitación, y las interacciones con el DNA, se dedujeron por ensayos EMSA. 

 

 

Perspectivas 

1.- Determinar si el complejo TFIIIB se une de manera secuencia-específica a los promotores de 

los genes 5S y U6. Por ensayos de retardo, no fue posible determinar el sitio de unión para el 

promotor 5S. Según lo descrito en la literatura, el promotor 5S es previamente reconocido por 

TFIIIA y por TFIIIC. Por lo que existe la posibilidad de que el reconocimiento secuencia específica 

para el promotor 5S esté otorgado por otra proteína. 
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Por otro lado, en levadura, el complejo TFIIIB es el responsable del reconocimineto del sitio de 

inicio de la transcripción en el promotor del gen U6, por lo que sería interesante intentar mapear 

por ensayos EMSA el sitio de unión de este complejo.  

Un ensayo de southwestern, nos permitiría confirmar los datos obtenidos por EMSA para el 

promotor 5S y a la vez mapear la interacción de TFIIIB con el promotor del gen U6. Otras técnicas 

también pueden ser empleadas, sin embargo, este método ya se ha probado en el laboratorio y es 

relativamente sencillo de realizar. 

 

2.- Estudiar in vivo si TFIIIB participa en las tres clases de promotores transcritos por la RNA 

polimerasa III. Para este ensayo se sugiere realizar un ChIP, usando un anticuerpo contra cada una 

de las proteínas del complejo TFIIIB. De esta manera sería posible conocer si las tres proteínas 

están unidas a la mima región de DNA. 

 

3.- Determinar in vivo, si TvTBP1 o TvTB2 forman parte del complejo TFIIIB. Ya que existen dos 

panoramas de este punto: 1) in vivo, sólo una de las proteínas forma parte del complejo TFIIIB y 

2) de manera similar a Drosophila, existe una una pariticipación diferencial entre ambas proteínas, 

en la que TvTBP1 participa en la transcripción de algunos promotores y TvTBP2 en otros. 
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CAPÍTULO IV: Otros factores asociados a TBP en complejos que se unen a 

promotores transcritos por la RNA polimerasa I y II en T. vaginalis 

 

Introducción 

El inicio de la transcripción por la RNA polimerasa II, depende de TFIIB. Esta proteína forma un 

puente entre la RNA polimerasa II y el promotor (Kostrewa et al., 2009). La unión de TFIIB al 

promotor unido con TBP, resulta en un complejo ternario TFIIB-TBP-DNA más estable. TFIIB 

tiene un papel importante para el reclutamiento de la RNA polimerasa y la selección del sitio de 

inicio de la transcripción (Thomas y Chiang, 2006). En humanos, TFIIB es una proteína de 316 

aminoácidos, mientras que en levaduras es una proteína de 345 aminoácidos codificada por el gen 

SUA7. TFIIB se encuentra conservada evolutivamente entre especies desde arqueas.  

 

Figura 35.- Estructura de TFIIB. A) Dominios de TFIIB de S. cerevisiae. B) Modelo de la 

estructura terciaria de TFIIB. C) Modelo del complejo de inicio de la transcripción de la RNA 

polimerasa II. La caja TATA se muestra en color negro, TBP en morado, TFIIB en verde, el DNA 

en azul y parte del core de la RNA polimerasa II en gris (Kostrewa et al., 2009). 
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TFIIB contacta al promotor a través de un elemento de reconocimiento a TFIIB (BRE) localizado 

río arriba y río debajo de la caja TATA. Estructuralmente, TFIIB contiene diversos dominios, el 

N-terminal se compone de un plegamiento de dedos de zinc (B-ribbon) y dos plegamientos de 

ciclina (B-core) que consisten en 5 hélices α (BH1, BH2, BH3, BH4 y BH5 en el primer repetido 

y BH1’, BH2’, BH3’, BH4’ y BH5’ en el segundo repetido) (Figura 35). Los dedos de zinc y los 

plegamientos de ciclina se encuentran conectados por un espaciador que contiene dos hélices α (el 

B-reader y el B-linker) (Thomas y Chiang, 2006).  

Los dedos de zinc de TFIIB unen a la RNA polimerasa II, mientras que los dominios B-reader y 

B-linker se ubican en el sitio activo de la RNA polimerasa II donde participan en la formación del 

complejo abierto y la selección del sitio de inicio de la transcripción y los plegamientos de ciclina 

se unen a TBP, a la RNA polimerasa II y al promotor (Kostrewa et al., 2009). 

Las subunidades de las RNA polimerasas eucarióticas y de arqueas se encuentran estructuralmente 

relacionadas y requieren de componentes similares para el inicio de la transcripción que permiten 

el reconocimiento del promotor, la orientación de la RNA polimerasa y la apertura del DNA 

(Vannini y Cramer, 2012). TBP está presente en cada uno de estos complejos, mientras que otros 

factores están estructural o funcionalmente relacionados, como TFIIB que comparte homología 

con BRF1 (de la maquinaria transcripcional de la RNA polimerasa III). Sin embargo, no se 

conocían homólogos para TFIIB entre los factores auxiliares de la transcripción por la RNA 

polimerasa I. A pesar de ello, Rrn7, una subunidad del complejo CF (Core factor) comparte muchas 

actividades asociadas a TFIIB. En años recientes se demostró que Rrn7 (levaduras) y TAF1B 

(humanos) involucrados en la transcripción de la RNA polimerasa I son homólogos de TFIIB 

(Naidu et al., 2011; Knutson y Hahn, 2011). 

En levadura, el inicio de la transcripción por la RNA polimerasa I requiere de cuatro factores 

generales de transcripción: el factor UAF (Upstream activitating factor), la proteína TBP, el 

complejo CF y del factor regulatorio Rrn3. A su vez, el complejo CF consta de las subunidades 

Rrn6, Rrn7 y Rrn11. Los complejos UAF y CF interaccionan con TBP. En humanos, el complejo 

análogo al CF es el factor SL1 (Selective factor 1), compuesto de cuatro factores asociado a TBP: 

TAF1A, TAF1B, TAF1C, TAF1D y TAFII12, en el cual los factores TAF1A, TAF1B y TAF1C 

son ortólogos de Rrn6, Rrn7 y Rrn11 (Figura 36) (Knutson y Hahn, 2013). 
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Figura 36 Complejos de preinicio de la transcripción de Pol I en levadura y humano. A) 

Levadura: El promotor de rDNA contiene dos elementos, la secuencia de activación río arriba 

(UAS) y el elemento central (CE). B) Humano: el promotor de rDNA de humano contiene dos 

elementos: el elemento de control río arriba (UCE) y el elemento central (CE). Los ortólogos de 

humano y levadura están representados con el mismo color. La conservación evolutiva relativa de 

los factores se indica debajo de los modelos. (Knutson y Hahn, 2013). 

 

 Las subunidades de la RNA polimerasa I tienen una conservación de secuencia de aminoácidos 

baja en comparación con sus contrapartes en las RNA polimerasas II y III, donde Rrn7 y TAF1B 

no son la excepción (Knutson y Hahn, 2011). Rrn7 y TAF1B muestran una conservación de 

secuencia que va desde el 8 % al 16 % de identidad con respecto a los miembros de la familia de 

TFIIB y entre sí (Knutson y Hahn, 2011). A pesar de ello, Rrn7 y TAF1B contienen los mismos 

dominios encontrados en las proteínas tipo TFIIB: los dedos de zinc, el B-reader, el B-linker y los 

plegamientos de ciclina. BRF1, Rrn7 y TAF1B contienen una extensión hacia el C-terminal, sin 

embargo, esta extensión no está relacionada entre proteínas. El C-terminal de Rrn7 es específico 

de levadura, mientras que el C-terminal de TAF1B está conservado entre metazoarios, pero no 

están relacionados con el C-terminal de BRF1 (Figura 37). 
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Figura 37.- Dominios de homología de los factores relacionados a TFIIB de la RNA 

polimerasa I, RNA polimerasa II y la RNA polimerasa III. Representación esquemática de los 

dominios de la familia de TFIIB: ZR (plegamientos de zinc), BR (B-reader), BL (B-linker) y las 

flechas indican los plegamientos de ciclina. Las inserciones son marcadas con líneas negras 

(Knutson y Hahn, 2011).  

 

Identificación de TFIIB en T. vaginalis 

Como parte de un proyecto anterior, en el cual se intentó caracterizar a las proteínas TvTBPs, se 

realizó una búsqueda in silico usando las secuencias de aminoácidos de TvTBP1 y TvTBP2 en el 

programa STRING 9.1 con el objetivo de identificar otras proteínas que ayudaran a proponer un 

papel diferencial entre ambas TvTBPs (M. en C. Lluvia Rosas Hernández). Este programa es una 

base de datos de interacciones proteicas conocidas y predichas, las cuales incluyen asociaciones 

directas e indirectas identificadas de cuatro fuentes: contexto genómico, experimentos de alto 

rendimiento, coexpresión y conocimiento previo (derivado de la bibliografía). No se encontraron 

diferencias en las búsquedas con ambas secuencias de las TvTBPs; sin embargo, como resultado 

de esta búsqueda se identificaron a dos proteínas putativas: TFIIB y BRF1 de T. vaginalis. Un 

ejemplo de los análisis obtenidos se muestra en la figura 38. Cada nodo corresponde a una proteína 

putativa de T. vaginalis identificada mediante búsquedas en bases de datos como INTERPRO y 

PFAM. TvTBP1 y TvTBP2 de color interaccionan con TvBRF1 (descrita en el capitulo anterior) 

y TvTFIIB también marcadas en rojo. 

TvTFIIB se encuentra anotada en el genoma de T. vaginalis como transcription initiation factor 

iib, putative con el número de anotación (TVAG_071030). El gen Tvtfiib de 945 pb, codifica para 

una proteína de 314 aminoácidos y un peso teórico de 34.78 kDa. 
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Figura 38.- Identificación de TvTFIIB mediante un análisis de interactoma con TvTBP1 y 

TvTBP2. Cada nodo indica una proteína putativa de T. vaginalis, las cuales se nombraron según 

el tipo de dominio que presentan. Las líneas indican interacciones conocidas o predichas de 

distintas fuentes de información .El análisis se realizó en el programa STRING 9.1. La distancia 

entre cada nodo no tiene ningún significado. Las proteínas identificadas son TvTAF1 (A2FTI5), 

TvTAF2 (A2E9G0), TvTAF7 (A2EWP5), TvTAF9 (A2ELL9), TvTAF12 (A2E4T9), TvBDP1 

(A2EBM7), Rpb1 subunidad de la RNA polimerasa II (A2DKT1), TvTFIIB (A2D806), 

TvBRF1(A2EJ51) y una proteína no identificada con el número de anotación TVAG_142600 que 

tiene un dominio SNF2.  

 

Resultados: 

Identificación de RRN7 en T. vaginalis 

Por otro lado, RRN7 de T. vaginalis fue difícil de identificar debido a que los factores que 

participan en la transcripción de la RNA polimerasa I son más distantes evolutivamente que los 

factores de la RNA polimerasa II y III (Knutson y Hahn, 2013). Primero se realizó un análisis 

BLAST utilizando las secuencias de aminoácidos del N-terminal de Rrn7 (levadura) y TAF1B 

(humano) ya reportadas. En cada resultado se identificó al gen con el identificador TVAG_045550 

que codifica para una proteína de 440 aminoácidos y que contiene en su extremo N-terminal un 

dominio tipo Rrn7 correspondiente al plegamiento de dedos de zinc; sin embargo, el valor E en 

cada caso era poco significativo. Cuando se buscó en la literatura acerca de esta proteína se 

mencionaba que Rrn7 es en realidad bastante divergente y que tienen poca similitud de secuencia, 

haciendo complicado su identificación (Knutson y Hahn, 2011). Por lo que se realizó un análisis 

utilizando el programa HHpred (Söding et al., 2005), que es capaz de identificar si proteínas 
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distantes son homólogas y que fue utilizado para detectar a Rrn7 y TAF1B como ortólogos de 

TFIIB (Knutson y Hahn, 2013). Este análisis nos mostró que la proteína anotada con el número 

TVAG_0455500 se trata de un factor transcripcional de la familia de TFIIB con una probabilidad 

del 73.4 %. Adicionalmente, se realizó un análisis mediante un árbol filogenético usando diversas 

secuencias de aminoácidos de Rrn7, TAF1B y MEE12 (como se le conoce en plantas), donde se 

observa que la TvRrn7 de T. vaginalis junto con la proteína AtMEE12 de Arabidopsis thaliana son 

de los ortólogos más divergentes (Figura 39).  

TvRRN7 (TVAG_045550) está anotada en la base de datos de TrichDB como una proteína 

hipotética de 440 aminoácidos y un peso teórico de 50.5 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dominios de los factores relacionados a TFIIB 

Con el propósito de averiguar si estas proteínas contienen los dominios típicos de las proteínas 

relacionadas a TFIIB, se realizaron análisis usando las bases de datos de INTERPRO y PFAM. Las 

proteínas Rrn7 y TFIIB se caracterizan por contener los dominios de dedos de zinc (B-ribbon) y 

los plegamientos de ciclina (B-core) en el N-terminal. Se usó el programa I-TASSER para obtener 

los modelos de TvRRN7 y TvTFIIB. La secuencia de aminoácidos de TvRRN7 no tiene mucha 

identidad con las secuencias de levadura o humano. Sin embargo, la estructura terciaria de TvRRN7 

adopta un plegamiento similar al cristal de ScRrn7 reportado recientemente (6rui, cadena Q) 

(Figura 40). Este cristal muestra que la estructura de ScRrn7 no es tan similar a TFIIB como se 

creyó en un principio, ya que el plegamiento de ciclina II, se interrumpe por una inserción que 

Figura 39.- Árbol filogenético de las proteínas 

relacionadas a TFIIB de la RNA polimerasa I. 

ScRrn7 (S. cerevisiae), SpRrn7 (S. pombe), CeTAF1B 

(Caenorhabditis elegans), CbTAF1B (Caenorhabditis 

briggae), HsTAF1B (H. sapiens), BtTAF1B (Bos 

taurus), MmTAF1B (Mus musculus), AtMEE12 (A. 

thaliana), GgTAF1B (Gallus gallus), RnTAF1B (Rattus 

norvegicus), DmTAF1B (D. melanogaster), DrTAF1B 

(Danio rerio) y XlTAF1B (Xenopus laevis). 
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forma seis hélices α (Engel et al., 2017). Los dominios de TvRRN7 se han determinado con base 

en el modelo de la estructura terciara, determinando que esta proteína también contiene una 

inserción que interrumpe el segundo plegamiento de ciclina. Por otro lado, TvTFIIB se encuentra 

bastante conservada con respecto al ortólogo de levadura y contiene los mismos plegamientos 

reportados para ScTFIIB (Figura 40). Los datos obtenidos de este análisis sugieren fuertemente 

que TvRRN7 y TvTFIIB son los ortólogos de ScRrn7 y ScTFIIB, respectivamente. 

 

Figura 40.- Estuctura y dominios de TFIIB y RRN7.-Los dedos de zinc (naranja) y los 

plegamientos de ciclina (verde). RRN7 se modeló usando I-TASSER usando como templado la 

estructura obtenida por cristalografía de rayos X de S. cerevisiae (6rui). El plegamiento de ciclina 

II de RRN7 se interrumpe por la secuencia del C-terminal. 
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Obtención de las cepas mutantes de S. cerevisiae: SUA7/sua7::KANMX, 

RRN7/rrn7::KANMX y BRF1/brf1::KANMX 

Las cepas mutantes de S. cerevisiae (SUA7/sua7::KANMX, RRN7/rrn7::KANMX y 

BRF1/brf1::KANMX) se obtuvieron usando la cepa diploide BY4743 para probar la función de 

TvRRN7, TvTFIIB y TvBRF1 mediante ensayos de complementación. La mutación se realizó por 

recombinación homologa usando un casete de resistencia a kanamicina (KANMX) que contenía en 

sus extremos 5’ y 3’ las secuencias río arriba y río abajo del locus del gen a eliminar. La integración 

del casete en el locus correspondiente se verificó por PCR usando oligonucleótidos que se anclan 

río arriba y río abajo del gen de cada alelo y obteniendo amplicones, en cada caso que corresponden 

en tamaño para el alelo que se reemplazó por el casete KANMX y el alelo silvestre.  

 

Ensayo de complementación de una mutante de levadura de TFIIB 

El ensayo de complementación usando la cepa SUA7/sua7::KANMX se utilizó para probar la 

función del gen Tvtfiib. El genotipo de la cepa BY4743 es MATa/α his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 

LYS2/lys2Δ0 met15Δ0/MET15 ura3Δ0/ura3Δ0, por lo tanto, la cepa es auxótrofa a histidina, 

leucina y uracilo. El gen Tvtfiib se clonó en el plásmido pYES2 que contiene como marcador de 

selección al gen URA2, que participa en la biosíntesis de uracilo. Por lo tanto, la selección de las 

colonias transformantes se realizó en medio mínimo complementado con histidina y leucina.  

Como control positivo del ensayo se utilizó la construcción pYES2-ScTFIIB (SUA7) de levadura 

y como control negativo únicamente al plásmido pYES2 vacío transformado en la cepa mutante. 

El ensayo de complementación se realizó por la técnica de disección de tétradas que consiste en 

separar cada una de las células que conforman la tétrada, dos de las cuales contendrán el alelo 

silvestre y por lo tanto pueden crecer sin dificultad en medio YPGAL (yeast extract, peptone, 

galactose); mientras que las otras dos células portarán en su lugar el casete KANMX y solo podrán 

crecer si el locus expresado desde el plásmido bajo el control del promotor de galactosa (GAL1) es 

capaz de complementar la función de la proteína silvestre. 

TvTFIIB no fue capaz de rescatar a la mutante de levadura, a pesar de que es estructuralmente 

similar a ScTFIIB y conserva los dominios característicos de esta proteína; sin embargo, en 

secuencia solo tiene aproximadamente un 20 % de identidad con respecto a su ortólogo en levadura 

(Figura 41). Para confirmar que la disección proviene de una misma tétrada, cada una de las clonas 

obtenidas se creció en medio YPGAL (todas las clonas crecen) y en medio YPGAL + 

GENETICINA (donde sólo crecen las esporas que contienen el casete KANMX y por lo tanto son 
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resistentes a geneticina). Este análisis demuestra que dos de las cuatro células del control positivo 

contienen el alelo mutado, tal como se esperaba, mientras que para TvTFIIB solo hay crecimiento 

en el medio YPGAL, pero no en el medio con geneticina, confirmando que estas dos clonas 

contienen el alelo silvestre y que las otras dos células de la tétrada que no pudieron crecer desde la 

disección contenían el alelo mutado. Finalmente, como última comprobación del ensayo se obtuvo 

DNA genómico a partir de cada una de las clonas obtenidas y mediante PCR utilizando unos 

oligonucleótidos que se anclan río arriba y río abajo del gen, se obtienen los amplicones del tamaño 

esperado para el alelo silvestre de 1693 pb o para el alelo que contiene el casete KANMX de 2,201 

pb, confirmando una vez más que las dos clonas que crecieron para TFIIB contienen el alelo 

silvestre. El hecho de que TvTFIIB no complemente a pesar de tener un plegamiento teóricamente 

parecido al de levaduras se puede deber a que TvTFIIB debe tener ausentes en su secuencia algunos 

aminoácidos necesarios para establecer las interacciones proteína-proteína necesarias. 

 

Figura 41.- Ensayo de complementación de una mutante de TFIIB. A) Disecciones realizadas 

con cada una de las construcciones transformadas en la cepa mutante de levadura. Cada una de las 

clonas se tomó y se sembró en medio YPGAL y YPGAL+ GENETICINA como método pata 

probar el tipo de alelo que contienen. B) Comprobación por amplificación. Se extrajo DNA 

genómico de cada colonia para poder realizar la reacción de PCR, utilizando oligonucleótidos que 

se anclan río arriba y río abajo del gen, obteniendo un amplicón de aproximadamente 1,693 pb para 

el alelo silvestre y 2,201 pb para el alelo que contiene el casete de KANMX. 

 

El ensayo de complementación usando a la cepa mutante BRF1/brf1::KANMX se describió en un 

capitulo anterior, mientras que el ensayo de complementación para TvRRN7 usando la cepa 

RRN7/rrn7::KANMX no se realizó, debido a que TvRRN7 es la proteína con menor similitud que 
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TvBRF1 y TvTFIIB quienes no fueron capaces de complementar sus mutantes respectivas en 

levadura. 

 

Ensayos de interacción por doble híbrido para TFIIB y RRN7 

Para probar la interacción de TvTFIIB y TvRRN7 con TvTBP1, TvTBP2 e IBP39 se realizaron 

ensayos de doble híbrido. Los cultivos con las células transformantes se crecieron a una densidad 

de 0.6 y posteriormente se hicieron diluciones de 1:5, 1:25 y 1:50. Cada dilución se goteó en cajas 

con medio mínimo galactosa (para ver la actividad del reportero de leucina) y cajas con medio 

mínimo, galactosa, leucina y X-gal (para ver la actividad del reportero lacZ). Todas las células 

transformantes son viables ya que se observa crecimiento en el medio mínimo, galactosa, leucina 

y X-gal. Sin embargo, por este método no se logró ver interacción entre TvTBPs/TvTFIIB y 

TvTBPs/TvRRN7 (Figura 42A).  

 

Figura 42.- Ensayos de doble híbrido para TFIIB, IBP39 y las TvTBPs. A) TvTBP1, TvTBP2 

e IBP39 en pEG2002, permiten la expresión de las proteínas unidas al dominio de unión a DNA 

(BD). TvTFIIB, TvRRN7 e IBP39 en pJG4-5, permiten la expresión de las proteínas unidas al 

dominio de activación (AD). Los cultivos se obtvieron con una densidad óptica inicial de 0.6, a 

partir del cual se hicieron diluciones seriadas. Los goteos se realizaron con 3 µl de cada muestra 

sobre cajas MM + Galactosa (para evaluar el reportero de leucina) y MM+Gal+Xgal+Leu (para 

evaluar el reportero de lacZ). B) Controles de interacción para evaluar que TvTFIIB, TvRRN7 e 

IBP39 en el dominio de activación, no activan la transcripción. Los goteos se realizaron por 
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triplicado. C) Ensayos de -galactosidasa para probar la activación del reportero lacZ mediante la 

interacción de IBP39-BD/ TFIIB-AD. 

 

Por otro lado, IBP39 unido al dominio de unión al DNA (BD) permite el crecimiento de las células 

en ausencia de leucina y las colonias son azules en presencia del X-gal, indicando una 

autoactivación de la transcripción. Para cuantificar esta activación, se tomaron a las células 

transformadas con IBP39-BD/TvTFIIB-AD y se midió la actividad de la β-galactosidasa (Figura 

42C). Sin embargo, la actividad obtenida por IBP39 está muy por debajo de la actividad del control 

positivo. Adicionalmente, IBP39 unido al dominio de activación (AD), activa el promotor lacZ 

(Figura 42B). Por lo tanto, la interacción entre IBP39 y TvTFIIB no se pudo probar por este 

método. Las interacciones proteína-proteína por este método pueden dar falsos negativos, debido 

a motivos como localización celular, modificaciones post-traduccionales, entre otros (Brückner 

et al., 2009). 

Para descartar falsos negativos, se decidió probar la interacción proteína-proteína mediante ensayos 

de coprecipitación. 

 

Ensayos de interacción por coprecipitación (GST pulldown) 

TFIIB y Rrn7 participan en los complejos de inicio de la transcripción de las RNA polimerasas II 

y I, respectivamente. Los plegamientos de ciclina de TFIIB y Rrn7 participan en la interacción con 

TBP. Para demostrar que TvTFIIB y TvRRN7 son parte del complejo de inicio de la transcripción, 

se realizó el siguiente ensayo de coprecipitación.  

El marco de lectura abierto del gen Tvtfiib se clonó en el plásmido pGEX4T1 para obtener a la 

proteína recombinante fusionada a una etiqueta de GST en el extremo N-terminal, esto con el 

propósito de probar la interacción de TvTFIIB con las proteínas TvTBP1, TvTBP2 e IBP39 que se 

encuentran clonadas en el plásmido pQE30, con el cual se pueden expresar a las proteínas 

recombinantes fusionadas a una etiqueta de histidinas. GST-TvTFIIB fue unida a la matriz de 

glutatión sefarosa y se incubó posteriormente con los lisados de E. coli que expresan a las proteínas 

recombinantes 6xHisTvTBP1 y 6xHisTvTBP2 (extracto total). Las perlas se lavaron tres veces 

para eliminar las proteínas no unidas, una muestra del lavado se cargó al gel para probar que no 

quedaran proteínas no unidas (lavado). Posterior a este paso, se tomó un volumen de perlas las 

cuales se trataron con -mercaptoetanol y se cargaron al gel (matriz). Finalmente, las perlas 

restantes se trataron con glutatión reducido para favorecer el intercambio con las proteínas unidas 
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a las perlas (elución). El gel fue transferido para realizar un ensayo de inmunodetección usando a 

la sonda His-Probe que nos permite detectar a las proteínas unidas a histidinas. Una señal del 

tamaño correspondiente a TvTBP1 y TvTBP2 aparece en la matriz, pero en la elución, sólo se 

observa señal para TvTBP1. Para el ensayo GST-TvTFIIB/6xHis-TvTBP2 se observa una señal 

débil desde la matriz, por lo que en la muestra del eluato, si hay proteína TvTBP2, es difícil detectar 

la señal, debido a que debe estar más diluida. Estos ensayos sugieren una interacción entre las 

proteínas TvTFIIB y TvTBP1 (Figura 43A).  

 

Por otro lado, el marco de lectura abierto del gen de Tvrrn7 se clonó igualmente en el vector de 

expresión pGEX4T1 para obtener a la proteína recombinante TvRRN7 fusionada a GST en el 

extremo N-terminal. El ensayo se realizó de manera similar al descrito anteriormente, excepto que 

en este ensayo se cargó una muestra de las proteínas no unidas a la matriz. Este ensayo es preliminar 

debido a que no se ha realizado por triplicado y se sugiere probar otras condiciones. Los resultados 

de este ensayo muestran una señal apenas visible en la matriz con TvTBP1, sugiriendo que 

TvRRN7 podría interaccionar de manera débil con esta proteína, pero no con TvTBP2 (Figura 

43B). Entre las proteínas relacionadas a TFIIB de T. vaginalis, TvRRN7 parece ser la más alejada 

evolutivamente de sus contrapartes en otros organismos y los datos que tenemos a la fecha sobre 

esta proteína son insuficientes para demostrar su participación en la formación de los complejos de 

inicio de la transcripción por la RNA polimerasa I. 
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Figura 43.- Ensayo de interacción entre TvTFIIB/TvTBPs y TvRRN7/TvTBPs. A) Ensayos 

de interacción de TvTFIIB con TvTBP1 y TvTBP2. B) Ensayos de interacción de TvRRN7 con 

TvTBP1 y TvTBP2. El extracto total de E. coli que expresa a la proteína recombinante 6xHis-

TvTBP1 o 6xHisTBP2 se incubaron con las proteínas GST-TvTFIIB o GST-TvRRN7. Para el 

ensayo con TvRRN7 se cargó adicionalmente una muestra de la proteína no unida a la matriz que 

contiene la proteína recombinante 6xHisTvTBP excedente. El lavado corresponde a una muestra 

del último lavado realizado en 50 µl. La matriz es una muestra de las perlas lavadas después de la 

interacción y la elución es una muestra del eluato después de tratar a las perlas con 10 mM de 

glutatión reducido. Se realizó una inmunodetección usando a la sonda HisProbe-HRP para detectar 

la presencia de las proteínas recombinantes 6xHis-TvTBP1 o 6xHis-TvTBP2. 

 

TFIIB interactúa con IBP39 

Una forma de analizar si TvTFIIB está involucrado en la transcripción por la RNA polimerasa II 

en T. vaginalis, es averiguar si TvTFIIB interacciona con IBP39, un proteína que participa en la 

transcripción de la RNA polimerasa II de T. vaginalis. Se realizó un ensayo de coprecipitación 

usando como carnada a la proteína recombinante GST-TvTFIIB, la cual se incubó con las perlas 

de glutatión. Las perlas se lavaron para eliminar las proteínas no unidas. Estas perlas se incubaron 
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con un lisado de E. coli que expresa a la proteína recombinante 6xHis-IBP39, una muestra de este 

extracto fue cargado en el gel. Las perlas se centrifugaron para retirar el exceso del volumen de 

lisado, una muestra de este lisado se cargó en el gel (proteína no unida). Posteriormente las perlas 

son lavadas para asegurar que no queden restos de proteínas sin unir a las perlas (lavado). Un 

volumen de las perlas ya lavadas, se trataron con -mercaptoetanol y se cargaron al gel (matriz). 

El volumen restante de perlas se trató con glutatión reducido para eluir las proteínas unidas 

(elución); en este ensayo se realizó este paso tres veces. Todas las muestras se cargaron en un gel 

y se transfirió para realizar un ensayo de inmunodetección usando la sonda His-Probe que nos 

permite detectar la presencia de la proteína 6xHis-IBP39 (Figura 44). En el ensayo de 

inmunodetección se observa una señal de aproximadamente 15 kDa y no de 39 kDa que 

corresponde al peso teórico de IBP39. Esta proteína consta de dos dominios conectados por un 

espaciador sensible a proteasas, el dominio N-terminal tiene un peso aproximado de 14.5 kDa y el 

dominio C-terminal de aproximadamente 25 kDa (Liston et al., 2001). Lo que sugiere que la señal 

que detectamos en el ensayo de inmunodetección corresponde al dominio N-terminal de IBP39 que 

contiene la etiqueta de histidinas. El dominio C-terminal de IBP39 no se puede detectar por 

inmunodetección, pero se observa una señal del peso esperado para este dominio cuando se tiñe la 

membrana con rojo Ponceau. Desconocemos si el corte de la proteína se dio desde la obtención del 

extracto total, lo que es altamente probable debido a la presencia de otras proteínas en el lisado. 

Este hecho resulta interesante, ya que el dominio N-terminal de IBP39 es el que reconoce el 

elemento iniciador (Inr), mientras que el dominio C-terminal interacciona con la RNA polimerasa 

y dependiendo con que dominio interaccione TvTFIIB, nos puede sugerir un papel de este proteína. 

Este resultado muestra que TvTFIIB puede interaccionar con la proteína IBP39, sugiriendo que 

TvTFIIB puede participar al igual que IBP39 en la transcripción por la RNA polimerasa II. 
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Figura 44.- TvTFIIB interactúa con IBP39.- El Lisado de E. coli que expresa a la proteína 

recombinante 6xHis-IBP39 (extracto total), se incubó con las perlas unidas a GST-TvTFIIB. La 

proteína no unida corresponde a la fracción de proteínas E. coli y 6xHis-IBP39 que no alcanzó 

unirse a la matriz después de la incubación. La muestra de lavado, corresponde a una fracción del 

cuarto lavado de las perlas en 50 µl de PBS 1X después de la incubación. Se tomó 1/10 de las perlas 

lavadas y se trataron con -mercaptoetanol, esta muestra corresponde a la línea marcada como 

matriz. El resto de las perlas se trataron con 10 mM de glutatión reducido para eluir las proteínas 

unidas. La presencia de 6xHis-IBP39 se reveló por inmunodetección tipo western blot usando la 

sonda HisProbe-HRP. 

 

 

Unión de TFIIB al DNA 

Una de las funciones de TFIIB es asegurar a la proteína TBP al promotor a través de la unión de 

TFIIB al elemento BRE (B Recognition Element), que en eucariontes metazoarios se encuentra río 

arriba y río abajo de la caja TATA, a estos elementos de unión se le conoce como caja BREu y caja 

BREd respectivamente. Las secuencias de estos elementos en eucariontes son 5’ G/C-G/C-G/A-C-

G-C-C 3’ para la caja BREu y 5’ G/A-T-T/G/A-T/G-G/T-T/G-T/G 3’ para BREd (Butler y 

Kadonaga, 2002). Sin embargo, estas secuencias no han sido identificadas en los promotores de T. 

vaginalis. Para probar la capacidad de unión de TvTFIIB al DNA se usaron dos estrategias, los 

ensayos por Southwestern blot y EMSAs. 
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Ensayo de Southwestern blot 

Este ensayo se hizo con el objetivo de demostrar la unión de TFIIB a un promotor transcrito por la 

RNA polimerasa II. En este momento se contaba ya con sondas de diversos tamaños para el 

promotor de actina, pero debido a que no se conoce el sitio de unión de TvTBP, se decidió usar la 

sonda de mayor tamaño (102 pb) que contiene un elemento parecido a una caja TATA en la 

posición -64 y un elemento Inr alrededor del sitio de inicio de la transcripción el cual es reconocido 

por IBP39, por lo que esta proteína se usó como control positivo del ensayo. De manera breve, las 

proteínas recombinantes y purificadas se gotearon en concentraciones conocidas sobre una 

membrana de nitrocelulosa, la cual se hibridó con una sonda de doble cadena marcada 

radioactivamente con ATP32 obtenida por PCR, después de tres lavados. La membrana se colocó 

en un casete y se expusieron placas para revelar las señales. Las proteínas recombinantes GST y 

CRK5 se usaron como controles negativos. Con este método observamos interacción de la sonda 

con IBP39, cuya unión al DNA es bastante estable e intensa, sin embargo, no se detectó ninguna 

señal para TvTBPs o TvTFIIB (Figura 45). Al aumentar el tiempo de exposición, la señal obtenida 

por IBP39 es tan fuerte que opaca las regiones donde se encuentran las otras proteínas, lo que 

lamentablemente nos impidió ver si hay una señal de unión por mínima que sea para TvTFIIB. El 

ensayo funciona muy bien y se recomienda realizarse nuevamente con algunos cambios: 1) dejar 

el carril de IBP39 apartado del resto de las proteínas de interés, 2) realizar menos lavados o por 

menos tiempo, 3) aumentar el tiempo de hibridación y 4) cambiar algunos de los componentes del 

amortiguador de hibridación. 
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Figura 45.- Southwestern blot para probar la unión de TFIIB al DNA. Panel superior, secuencia 

de la sonda radioactiva marcada con ATP32. Panel inferior, Southwestern blot. Nota importante: La 

placa se escaneó encima de una membrana de muestra teñida con amido black para revelar la 

presencia de las proteínas. 

 

 

Ensayos EMSA para TFIIB 

Para probar si TvTFIIB reconoce una secuencia promotora de la RNA polimerasa II de T. vaginalis 

de manera independiente o si requiere a TvTBP1 para unirse a una secuencia promotora, realizamos 

ensayos tipo EMSA. Como un primer paso, se intentaron mejorar las condiciones de unión para 

TvTFIIB, probando distintos amortiguadores de unión, cuya composición se detallan en el anexo 

1. El amortiguador de unión marcado como III, es el amortiguador de referencia, ya que es el que 

usamos en todos nuestros ensayos al inicio. En el carril 5 se observa un retardo con TvTBP1, en el 

carril 6 también se alcanza a ver un retardo con TvTFIIB, lo que nos sugiere que TvTFIIB no 

requiere a TvTBP1 para unirse al DNA y en el carril 7, donde esperábamos ver un superretardo, 

no se alcanza a ver diferencias con respecto al carril 5. Para el resto de los amortiguadores de unión 

se usaron ambas proteínas (TvTBP1 y TvTFIIB). El amortiguador de unión I no presenta 

diferencias respecto al amortiguador III, pero con los amortiguadores de unión II, IV y V se observa 

un retardo mejor definido y menor cantidad de sonda libre (Figura 46). Finalmente se decidió usar 

el amortiguador de unión II. 
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Figura 46.- Condiciones de unión probadas para TvTFIIB en ensayos EMSA. Las proteínas 

TvTBP1 y TvTFIIB se incubaron con la sonda de actina de 102 pb, usando distintos amortiguadores 

de unión (anexo 1). El gel se tiñó con bromuro de etidio y los colores de la imagen se muestra 

invertidos. 

 

La sonda derivada del promotor de actina de T. vaginalis de 102 pb usada en el ensayo de 

Southwestern blot, también se empleó como sonda en los ensayos EMSA. Las proteínas 

recombinantes 6xHis-TvTBP1 y GST-TvTFIIB purificadas se incubaron con la sonda en dos 

ensayos independientes, utilizando a la sonda sin marcar y marcada radioactivamente (Figura 47). 

En ambos casos se observa un retardo con TvTFIIB, sugiriendo que esta proteína se une al DNA 

sin la unión previa de TvTBP1, tal como se observó en el ensayo con los diferentes amortiguadores 

de unión. Se observa un ligero superretardo en el ensayo con la sonda radioactiva, indicando que 

ambas proteínas se encuentran unidas a la sonda,. 
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Figura 47.- Ensayos EMSA para probar la unión de TFIIB al DNA. La secuencia de la sonda 

de actina se indica arriba. El ensayo de la izquierda se tiñó con de bromuro de etidio y en el ensayo 

de la derecha se usó una sonda marcada radioactivamente. 

 

 

En el ensayo anterior, no pudimos ver la formación de un superretardo, creemos que si disminuimos 

el porcentaje del gel de 5 % a 4 %, el complejo migrará mejor, por lo que se realizó el siguiente 

ensayo EMSA con marca radioactiva usando como sonda el promotor de Actina de 102 pb. 

TvTFIIB retarda la sonda de actina, sin embargo, en lugar de ver una señal definida, se observa un 

barrido, lo cual puede deberse a que el complejo TvTFIIB-DNA no es estable. Por otro lado, cuando 

TvTFIIB se encuentra junto a la proteína IBP39 se observa un ligero superretardo con respecto a 

la señal observada con IBP39 sola, indicando que ambas proteínas interactúan al DNA al mismo 

tiempo (Figura 48). De manera similar, cuando la sonda se incubó con TvTFIIB y TvTBP1 se 

observa un ligero aumento de la migración con respecto a TvTBP1 sola, lo que indicaría que ambas 

proteínas se encuentran unidas al DNA simultáneamente o una está interaccionando con la otra. 

Este resultado no es tan claro con TvTBP2. 

TvTFIIB - - + +

TvTBP1 - + - +

Sonda Actina + + + +

Secuencia de la sonda de Actina (102 pb)
5’GATGTCCTGGTTATAAATTTTGAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATTTCATTTTCTGGAATGGCTGAAGAAGAC 3’

3’CTACAGGACCAAGAGTGAAAACTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

Inr

Sonda Libre

Retardo

Bromuro de etidio

TvTFIIB - - + +

TvTBP1 - + - +

Sonda Actina + + + +

P32

Sonda Libre

Retardo
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Figura 48.- EMSA radioactivo de TvTFIIB. La sonda usada corresponde al promotor de actina 

de 102 pb. Se usaron concentraciones similares de TvTFIIB, TvTBP1, TvTBP2 e IBP39 para el 

ensayo. Se usó GST como control negativo. 

 

Observar superretardos no es tan claro como se esperaba, por lo que se recomienda cambiar la 

resolución del gel, cambiando la proporción de acrilamida-bisacrilamida o aumentar el tamaño de 

los geles. También hay que considerar que, al ser un gel nativo, el complejo no migra 

exclusivamente por tamaño, sino que el desplazamiento en la matriz del gel está influenciado por 

diversos factores, entre ellos la carga neta y la forma que adopte el complejo. En los ensayos EMSA 

realizados con TvBRF1, se realizó primero un ensayo de coprecipitación para obtener a las 

proteínas en complejo antes de ser incubadas con la sonda, mejorando los resultados obtenidos, por 

lo que sería interesante probar este método para TvTFIIB. 

Con el propósito de determinar si TFIIB pertenece a los complejos del inicio de la transcripción in 

vivo de T. vaginalis, se obtuvo el anticuerpo anti-IBP39 para realizar ensayos de co-

inmunoprecipitación seguidos por secuenciación de proteínas  

para determinar la identidad de las proteínas que 

interaccionan con IBP39 en los complejos formados para la 

transcripción de la RNA polimerasa II. Sin embargo, no se 

alcanzó a realizar. 

 

Figura 49.- Validación del anticuerpo α-IBP39. El 

anticuerpo policlonal anti-IBP39 se obtuvo inmunizando la 

proteína recombinante 6xHis-IBP39. La inmunodetección 

tipo western blot se realizó usando extractos totales de T. 

vaginalis y un título de 1:500. Una señal por arriba de los 37 

1 2 3 4 5 

TvTFIIB + - - + - 

IBP39 - - + + - 

GST - - - - + 

Sonda Actina  + + + + + 

1 2 3 4 5 6 

TvTFIIB - + - + - + 

TvTBP1 - - + + - - 

TvTBP2 - - - - + + 

Sonda Actina  + + + + + + 

Promotor de Actina Largo (102 pb) 
5’GATGTCCTGGTTATAAATTTTGAGGACTCTAACCGTTGTCTAAAGAAGTGAAATGATTGGAATGTTAACTTCATTTCATTTTCTGGAATGGCTGAAGAAGAC 3’

3’CTACAGGACCAAGAGTGAAAACTCCTGAGATTGGCAACAGATTTCTTCACTTTACTAACCTTACAATTGAAGTAAAGTAAAAGACCTTACCGACTTCTTCTG 5’

                          Inr                                                    

Extractos totales de T. vaginalis

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

100 kDa

IBP39

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

100 kDa

α-IBP39 Preinmune
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kDa corresponde con el peso esperado para IBP39, el cual no se detecta en el western blot usando 

el suero preinmune.  

 

TvRRN7 no reconoce secuencias en el DNA 

Rrn7 forma parte del complejo CF de levadura, junto a las proteínas Rrn3, Rrn6 y Rrn11. Para 

determinar si TvRRN7 se une a una secuencia de DNA, se realizó un ensayo tipo EMSA, usando 

como sonda una secuencia que corresponde al cistrón ribosomal, previamente probada con 

TvTBP1. Como control positivo de unión se usó a la proteína TvTBP1. Las proteínas se incubaron 

de manera independiente con la sonda en concentraciones similares. La proteína TvRRN7 no 

retarda la sonda (Figura 49). Cuando se incubaron TvTBP1 y TvRRN7 con la sonda, no se observa 

un superretardo, sino al contrario, parece que la señal del retardo con TvTBP1, desaparece. Un 

modelado por homología, usando a las proteínas del CF de levadura sobre el DNA, en el que Rrn7 

se subrepuso con la estructura de TFIIB y muestra que Rrn7 no puede unirse al DNA del mismo 

modo que TFIIB (Engel et al., 2017); esto es debido en gran parte a la inserción que presenta esta 

proteína entre el plegamiento de ciclina II. 

 

Figura 50.- Ensayo EMSA para TvRRN7.- La sonda del 

cistrón ribosomal se incubó con las proteínas recombinates 

TvTBP1 y TvRRN7. El gel se tiñó con bromuro de etidio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusiones 

Los datos de interacción mostrados aquí sugieren que TvTFIIB podría formar parte de los 

complejos de inicio de la transcripción de la RNA polimerasa II en T. vaginalis, ya que interacciona 

con IBP39 y TvTBP1. Adicionalmente, TvTFIIB tiene capacidad de unión con el DNA. Por otro 

lado, la proteína putativa TvRRN7, parece ser un ortólogo distante de la familia relacionada a 

TFIIB, que tiene baja identidad de secuencia y estructura con respecto a ScRrn7. TvRRN7, muestra 

una interacción débil con TvTBP1 y no se une a secuencias en un promotor transcrito por la RNA 

polimerasa I. 
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Consideraciones finales 

La proteína TBP juega un papel central en la formación de los complejos de inicio de la 

transcripción de las tres RNA polimerasas, por tal motivo, estudiar a esta proteína era un buen 

punto de partida. En el caso de T. vaginalis, se expresan dos proteínas con similitud a TBP, sin 

embargo, los modelos estructurales obtenidos por modelado de homología no muestran diferencias. 

Las proteínas relacionadas a TFIIB: TvRRN7 de la RNA polimerasa I, TvTFIIB de la RNA 

polimerasa II y TvBRF1 de la RNA polimerasa III, nos permitieron poner en contexto los tres 

principales complejos de inicio de la transcripción. Las interacciones de estas proteínas con las 

TvTBPs nos muestran una diferencia clara entre la proteína TvTBP1 yTvTBP2. Sugiriendo un 

papel de TvTBP1 en la formación de al menos los complejos transcritos por la RNA polimerasa II 

y III. La participación de cualquiera de las dos TvTBPs en los complejos de la RNA polimerasa I, 

es incierto y requiere de más evidencias. Adicionalmente, las proteínas TvBRF1, TvBDP1 y 

TvTBP1 conforman al complejo TFIIIB que forma parte de los complejos transcripcionales de la 

RNA polimerasa III. El estudio de las interacciones proteína-proteína probadas en este trabajo se 

resumen en la figura 51. Las proteínas TvTBPs, TvTFIIB y TvBDP1 reconocen DNA, sin embargo, 

se desconoce a qué región de los promotores se une. 

 

 

Figura 51.- Interacciones proteína-proteína de los tres complejos de inicio de la transcripción 

en T. vaginalis. TvRRN7 representa al complejo formado para la transcripción de la RNA 

polimerasa I; TvTFIIB e IBP39 forman parte de los complejos transcripcionales de la RNA 

polimerasa II y las proteínas TvBRF1 y TvBDP1 son parte de los complejos transcripcionales de 
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la RNA polimerasa III. Las líneas rojas son interacciones probadas por doble híbrido, miestras que 

las líneas negras y grises muestran as interacciones probadas por ensayos de coprecipitación. Las 

líneas grises se han representado en este color para indicar una interacción parcial, debido a que la 

proteína se observó solamente unida a las perlas (matriz), pero no se detectó en la elución, 

sugiriendo interacciones débiles y que deben ser probadas por otro método. 
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ANEXO 1: Amortiguador de unión probados en los ensayos de retardo de la 

movilidad electroforética (EMSA) 

 

En este trabajo se probaron las siguientes condiciones: 

Amortiguador de corrida: TBE al 0.5 % debido a que presenta una menor fuerza iónica que el 

amortiguador TG. 

Concentración del gel: Anteriormente se usó geles al 6 % de acrilamida-bisacrilamida 29:1, sin 

embargo, en algunos casos, la muestra se quedaba en el pozo, por tal motivo, se decidió bajar la 

concentración al 4 – 4.5 %. 

Amortiguador de unión: Este amortiguador debe contener las concentraciones de iones y pH 

necesarios para llevar a cabo la interacción, por tal motivo, se decidió probar cuatro distintos 

amortiguadores de unión, como se muestra a continuación:  

 

Amortiguador de unión 1: Wiesler & Weinzierl, 2010 

Componentes: [5X] Usar: [Final= 1X] 

HEPES 1 M pH 7.9 200 mM 100 µl 40 mM 

NaCl 5 M 1250 mM 125 µl 250 mM 

EDTA 0.5 M 0.5 mM 0.5 µl 0.1 mM 

MgCl2 0.5 M 12.5 mM 12.5 µl 2.5 mM 

Glicerol 25 % 125 µl 5 % 

-mercaptoetanol 0.5 M 25 mM 25 µL 5 mM 

Agua bidestilada c.b.p. 500 µl 112 µl  

 

 

Amortiguador de unión 2: Glossop et al., 2004 

Componentes: [5X] Usar: [Final= 1X] 

HEPES 1 M pH 7.9 50 mM 25 µl 10 mM 

MgCl2 0.5 M 20 mM 20 µl 4 mM 

Sulfato de amonio 1 M 25 mM 12.5 µl 5 mM 

Glicerol 40 % 200 µl 8 % 

PEG 40 % 10 % 125 µl 2 % 

KCl 2 M 275 mM 68.75 µl 55 mM 

-mercaptoetanol 0.5 M 25 mM 25 µl 5 mM 

EDTA 1 M 1 mM 0.5 µl 0.2 mM 

PMSF 100 mM 1 mM 5 µl 0.2 mM 

Agua bidestilada c.b.p. 500 µl 18.25 µl  
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Amortiguador de unión 3: Amortiguador con Zinc 

Componentes: [5X] Usar: [Final= 1X] 

Tris-HCl 1 M pH 8 100 mM 50 µl 20 mM 

NaCl 5 M 500 mM 50 µl 100 mM 

Glicerol 25 % 125µl 5 % 

BSA 0.5 25 µl 0.1 µg/µl 

MgCl2 2.5 mM 2.5 µl 0.5 mM 

ZnS04 2.5 mM 1.25 µl 0.5 mM 

Agua bidestilada c.b.p. 500 µl 246.25 µl  

 

 

Amortiguador de unión 4: 

Componentes: [5X] Usar: [Final= 1X] 

HEPES 1 M pH 7.9 100 mM 50 µl 20 mM 

KCl 2 M 325 mM 81.25 µl 65 mM 

EDTA 1 M 5 mM 2.5 µl 1 mM 

MgCl2 500 mM 40 mM 40 µl 8 mM 

ZnS04 2.5 mM 2.5 µl 0.5 mM 

Glicerol 30 % 150 µl 6 % 

NP40 10 % 0.05 % 2.5 µl 0.01 % 

DTT 1 M 10 mM 5 µl 2 mM 

Agua bidestilada c.b.p. 500 µl 166.25 µl  

 

 

Amortiguador de unión 5: 

Componentes: [5X] Usar: [Final= 1X] 

HEPES 1 M pH 7.9 100 mM 50 µl 20 mM 

KCl 2 M 500 mM 125 µl 100 mM 

EDTA 1 M 5 mM 2.5 µl 1 mM 

MgCl2 500 mM 25 mM 25 µl 5 mM 

Glicerol 25 % 125 µl 5 % 

BSA 500 ng/µl 25 µl 100 ng/µl 

DTT 5 mM 2.5 µl 1 mM 

Agua bidestilada c.b.p. 500 µl 145 µl  
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ANEXO 2: Datos de la actividad -galactosidasa 

 

No. de 

Tubo
Muestra

Cl
on

a

OD 420 nm

Volumen de 

reacción 

(ml)

Coef. de 

Ext. ONPG
[mg/ml]

Muestra 

analizada 

(ml)

Tiempo de 

reacción 

(min)

Act. 

Específica 

(nmoles/min

/mg de 

proteína)

Act. Esp. 

Promedio

SD por 

clona

Act. Esp. 

Promedio 

Total

SD por 

interacción

Error 

Estándar

0.401 1.7 0.0045 2.7 0.025 0.5 4411.3

0.32 1.7 0.0045 2.7 0.05 0.167 5269.8

0.463 1.7 0.0045 1.9 0.025 1 3743.6

0.666 1.7 0.0045 1.9 0.05 0.667 4036.7

0.913 1.7 0.0045 4.1 0.025 0.5 6799.4

1.296 1.7 0.0045 4.1 0.05 0.333 7246.1

0.602 1.7 0.0045 6.0 0.025 0.567 2664.2

0.777 1.7 0.0045 6.0 0.05 0.333 2925.4

0.454 1.7 0.0045 2.3 0.025 0.833 3621.2

0.577 1.7 0.0045 2.3 0.05 0.5 3833.7

0.802 1.7 0.0045 4.2 0.025 0.667 4319.1

1.472 1.7 0.0045 4.2 0.05 0.667 3963.7

0.095 1.7 0.0045 6.3 0.025 25 9.2

0.189 1.7 0.0045 6.3 0.05 25 9.1

0.129 1.7 0.0045 2.9 0.025 15 44.2

0.276 1.7 0.0045 2.9 0.05 15 47.3

0.078 1.7 0.0045 2.9 0.025 30 13.6

0.157 1.7 0.0045 2.9 0.05 30 13.7

0.096 1.7 0.0045 7.7 0.025 20 9.5

0.213 1.7 0.0045 7.7 0.05 20 10.5

0.067 1.7 0.0045 2.3 0.025 30 14.5

0.147 1.7 0.0045 2.3 0.05 30 15.9

0.146 1.7 0.0045 2.2 0.025 30 34.2

0.182 1.7 0.0045 2.2 0.05 30 21.3

0.067 1.7 0.0045 2.3 0.025 30 14.9

0.133 1.7 0.0045 2.3 0.05 30 14.8

0.176 1.7 0.0045 2.6 0.025 30 33.8

0.278 1.7 0.0045 2.6 0.05 30 26.7

0.054 1.7 0.0045 3.7 0.025 30 7.3

0.089 1.7 0.0045 3.7 0.05 30 6.0

0.047 1.7 0.0045 3.8 0.025 25 7.4

0.091 1.7 0.0045 3.8 0.05 25 7.1

0.012 1.7 0.0045 2.4 0.025 25 3.0

0.038 1.7 0.0045 2.4 0.05 25 4.8

0.014 1.7 0.0045 3.8 0.025 25 2.2

0.029 1.7 0.0045 3.8 0.05 25 2.3

0.008 1.7 0.0045 1.7 0.025 30 2.4

0.018 1.7 0.0045 1.7 0.05 30 2.7

0.026 1.7 0.0045 2.7 0.025 30 4.8

0.033 1.7 0.0045 2.7 0.05 30 3.1

0.019 1.7 0.0045 4.8 0.025 25 2.4

0.045 1.7 0.0045 4.8 0.05 25 2.8

0.038 1.7 0.0045 2.1 0.025 30 9.1

0.076 1.7 0.0045 2.1 0.05 30 9.1

0.013 1.7 0.0045 1.8 0.025 30 3.6

0.03 1.7 0.0045 1.8 0.05 30 4.2

0.03 1.7 0.0045 5.9 0.025 25 3.1

0.047 1.7 0.0045 5.9 0.05 25 2.4

0.077 1.7 0.0045 3.6 0.025 30 10.9

0.164 1.7 0.0045 3.6 0.05 30 11.6

0.133 1.7 0.0045 9.4 0.025 20.333 10.5

0.252 1.7 0.0045 9.4 0.05 20.5 9.9

0.038 1.7 0.0045 3.0 0.025 30 6.5

0.048 1.7 0.0045 3.0 0.05 30 4.1

0.068 1.7 0.0045 4.1 0.025 30 8.4

0.121 1.7 0.0045 4.1 0.05 30 7.5

0.005 1.7 0.0045 0.5 0.025 30 4.9

0.007 1.7 0.0045 0.5 0.05 30 3.4

0.016 1.7 0.0045 2.8 0.025 25 3.5

0.037 1.7 0.0045 2.8 0.05 25 4.0

0.007 1.7 0.0045 2.8 0.025 25 1.5

0.016 1.7 0.0045 2.8 0.05 25 1.7

0.131 1.7 0.0045 5.3 0.025 26 14.5

0.273 1.7 0.0045 5.3 0.05 23 17.1

0.128 1.7 0.0045 2.9 0.025 15 45.1

0.249 1.7 0.0045 2.9 0.05 15 43.9

0.238 1.7 0.0045 4.7 0.025 10 76.9

0.448 1.7 0.0045 4.7 0.05 10 72.3

0.225 1.7 0.0045 2.9 0.05 6 96.1

0.323 1.7 0.0045 2.9 0.1 4 103.5

0.468 1.7 0.0045 2.5 0.05 10 143.8

0.458 1.7 0.0045 2.5 0.1 5 140.7

0.305 1.7 0.0045 2.9 0.025 13 123.6

0.271 1.7 0.0045 2.9 0.05 5.667 125.9

0.271 1.7 0.0045 5.0 0.025 12 67.9

0.525 1.7 0.0045 5.0 0.05 12 65.7

0.39 1.7 0.0045 2.9 0.025 10 202.6

0.714 1.7 0.0045 2.9 0.05 10 185.4

927.3

63.7

1.8

0.9

3.4

4.6

1.9

1.4

1606.2

689.8

20.0

9.1

10.8

C

99.8

142.2

5.2

2.2

12 BDP1-BRF1

A

B

128.5B 66.8 1.5

C

13 BDP1-pJG4.5

A 124.8 1.7

36.8

194.0 12.1

B 44.5 0.9

A 15.8 1.8

75.4 48.9 21.974.6 3.2

11 TBP2-X

A 4.2 1.0

3.2

0.2

C 7.9 0.7

0.8B 3.8 0.4

C 1.6

C 10.2 0.4

10 TBP2-Endo

B 5.3 1.7

6.6 1.3

9 TBP2-pJG4.5

A 2.7 0.5

8.1

5.2B 9.1 0.0

C

2.7B 11.2 0.5

8 TBP2-BDP1

A 2.6 0.3

2.0

3.9 0.4

B 2.5 0.27 TBP2-BRF1

A 2.2 0.1

2.9

6 TBP1-X

0.5

C 3.9 1.2

B 7.3 0.2

C 3.9

A 6.7 0.9

5.9

1.2

1.0

B 15.2 1.0

C

7.7

C 30.2 5.0

27.7 9.1

4 TBP1-pJG4.5

A 10.0 0.7

5.3

5 TBP1-Endo

B 14.9 0.1

22.5

17.6

B 45.7 2.23 TBP1-BDP1

A 9.1 0.0

22.8

2 TBP1-BRF1

11.5

C 13.6 0.1

B 3727.5 150.3

C 4141.4

A 2794.8 184.7

3554.6

251.3

398.2

Ensayo de Actividad Beta-galactosidasa

1 Alfa-Beta

A 4840.5 607.1

5251.1B 3890.1 207.3

C 7022.8 315.8
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No. de 

Tubo
Muestra

Cl
on

a

OD 420 nm

Volumen de 

reacción 

(ml)

Coef. de 

Ext. ONPG
[mg/ml]

Muestra 

analizada 

(ml)

Tiempo de 

reacción 

(min)

Act. 

Específica 

(nmoles/min

/mg de 

proteína)

Act. Esp. 

Promedio

SD por 

clona

Act. Esp. 

Promedio 

Total

SD por 

interacción

Error 

Estándar

0.138 1.7 0.0045 4.0 0.025 14.5 36.3

0.236 1.7 0.0045 4.0 0.05 5.667 79.4

0.205 1.7 0.0045 4.4 0.025 13 53.6

0.445 1.7 0.0045 4.4 0.05 13 58.2

0.227 1.7 0.0045 2.9 0.025 11 109.2

0.454 1.7 0.0045 2.9 0.05 11 109.2

0.421 1.7 0.0045 4.0 0.025 20 79.2

0.436 1.7 0.0045 4.0 0.05 10 82.0

0.124 1.7 0.0045 2.1 0.025 15 58.8

0.237 1.7 0.0045 2.1 0.05 15 56.1

0.169 1.7 0.0045 3.0 0.025 15 56.1

0.359 1.7 0.0045 3.0 0.05 15 59.6

0.273 1.7 0.0045 3.6 0.05 12.167 47.5

0.29 1.7 0.0045 3.6 0.1 6 51.2

0.382 1.7 0.0045 4.1 0.05 10.167 69.4

0.366 1.7 0.0045 4.1 0.1 5 67.6

0.392 1.7 0.0045 5.1 0.05 4.667 124.2

0.749 1.7 0.0045 1.5 0.1 4.333 447.9

0.378 1.7 0.0045 3.1 0.05 3 303.3

0.673 1.7 0.0045 6.4 0.1 3.667 109.1

0.448 1.7 0.0045 6.2 0.05 4.5 121.7

0.456 1.7 0.0045 3.4 0.1 2.333 215.3

0.363 1.7 0.0045 2.7 0.05 4 258.3

0.396 1.7 0.0045 2.7 0.1 2 281.8

0.012 1.7 0.0045 2.1 0.05 15 2.9

0.019 1.7 0.0045 2.1 0.1 15 2.3

0.574 1.7 0.0045 4.2 0.05 6 172.7

0.585 1.7 0.0045 4.2 0.1 3 176.0

0.669 1.7 0.0045 8.0 0.05 4.08 155.3

0.744 1.7 0.0045 5.9 0.1 2.667 178.0

0.565 1.7 0.0045 5.8 0.05 2 369.5

0.518 1.7 0.0045 5.1 0.1 1.833 208.9

0.334 1.7 0.0045 1.5 0.05 5 346.2

0.305 1.7 0.0045 3.1 0.1 5.833 62.9

0.654 1.7 0.0045 6.4 0.05 4 194.3

0.738 1.7 0.0045 6.2 0.1 3.167 142.4

0.435 1.7 0.0045 3.4 0.05 3.833 250.1

0.702 1.7 0.0045 8.0 0.1 3 110.8

0.172 1.7 0.0045 5.9 0.05 6.167 35.6

0.33 1.7 0.0045 5.8 0.1 5.833 37.0

0.383 1.7 0.0045 2.5 0.05 4 286.6

0.409 1.7 0.0045 2.5 0.1 2 306.0

0.402 1.7 0.0045 2.4 0.05 6.167 208.6

0.393 1.7 0.0045 2.4 0.1 3 209.6

0.12 1.7 0.0045 4.0 0.025 28 16.2

0.201 1.7 0.0045 4.0 0.05 21.667 17.5

0.096 1.7 0.0045 3.7 0.025 20 19.9

0.22 1.7 0.0045 3.7 0.05 20 22.8

0.193 1.7 0.0045 4.8 0.025 20 30.5

0.372 1.7 0.0045 4.8 0.05 20 29.4

0.073 1.7 0.0045 2.7 0.025 32 12.5

0.151 1.7 0.0045 2.7 0.05 32 13.0

0.019 1.7 0.0045 3.0 0.025 20 4.7

0.038 1.7 0.0045 3.0 0.05 20 4.7

0.077 1.7 0.0045 4.5 0.025 20 13.1

0.16 1.7 0.0045 4.5 0.05 20 13.6

0.013 1.7 0.0045 3.7 0.025 20 2.7

0.019 1.7 0.0045 3.7 0.05 20 2.0

0.017 1.7 0.0045 4.1 0.025 20 3.1

0.04 1.7 0.0045 4.1 0.05 20 3.7

0.009 1.7 0.0045 3.6 0.025 31 1.2

0.014 1.7 0.0045 3.6 0.05 31 0.9

0.02 1.7 0.0045 4.2 0.025 20 3.6

0.043 1.7 0.0045 4.2 0.05 20 3.9

0.028 1.7 0.0045 5.1 0.025 35 2.4

0.052 1.7 0.0045 5.1 0.05 35 2.2

0.018 1.7 0.0045 5.0 0.025 30 1.8

0.038 1.7 0.0045 5.0 0.05 30 1.9

0.129 1.7 0.0045 7.8 0.025 30 8.3

0.277 1.7 0.0045 7.8 0.05 30 9.0

0.015 1.7 0.0045 2.6 0.05 15 2.9

0.049 1.7 0.0045 2.6 0.1 15 4.8

0.016 1.7 0.0045 2.1 0.05 15 3.9

0.032 1.7 0.0045 2.1 0.1 15 3.9

0.015 1.7 0.0045 4.0 0.025 35 1.6

0.032 1.7 0.0045 4.0 0.05 35 1.7

0.024 1.7 0.0045 4.2 0.025 30 2.9

0.073 1.7 0.0045 4.2 0.05 30 4.4

0.023 1.7 0.0045 4.3 0.025 30 2.7

0.059 1.7 0.0045 4.3 0.05 30 3.4

0.007 1.7 0.0045 2.6 0.05 15 1.4

0.028 1.7 0.0045 2.6 0.1 15 2.7

0.012 1.7 0.0045 1.8 0.05 15 3.4

0.028 1.7 0.0045 1.8 0.1 15 4.0

62.8

80.0

61.7

6.7

4.8

0.8

30.2

168.4

180.4

36.3

36.7

98.5

1.0

BRF1-pJG4.5

BRF1-Endoquitinasa18

A

B

C

17 220.1

166.6

289.2

204.6

16.1

113.5

200.3

128.4

24

1.33.8

3.9 0.0

1.0

0.4

C 8.6

A 2.3 0.1

0.4 4.1 2.7 1.2

A

B

X-BRF1

A

B

X-BDP125

2.0

3.7

C 3.0 0.5 2.8 0.9 0.4

15 BDP1-X

A

B

49.4

68.5

13.8

0.7

BRF1-X19

A

B

296.3

209.1

228.9

206.2 137.3

168.5 66.2

BRF1-BDP116

A

57.5 1.8

16.6

2.6 0.4

174.3 2.3

2.6

1.3

286.0

C

B

A

B***

C

270.0

57.8 2.5

B 1.9 0.1

252.7

B

C

A

B

C

B 3.6 1.1

A 1.7 0.1

23 Endo-BDP1

A 1.1 0.2

2.4

C 3.8 0.2

1.9

22 Endo-BRF1

A 2.3 0.5

2.9

B 4.7 0.0

C 13.3

C 3.4 0.4

0.4

30.0 0.8

21 pEG202-BDP1

A 12.8 0.3

10.3

22.7B 21.3 2.0

C

20 pEG202-BRF1

A 16.8 0.9

A 80.6 2.0

B 55.9 3.2

C 109.2

14 BDP1-Endo

A 57.8 30.5

74.3 17.5

0.0

2.8

43.6

0.5

1.3

Ensayo de Actividad Beta-galactosidasa

62.8 12.1 5.4

24.3221.0 54.3

36.2

46.2

3.9
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ANEXO 3: Artículos derivados del presente trabajo 
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