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II. RESUMEN 

 

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) es un parásito protozoario flagelado hospedero del 

humano, causando la enfermedad conocida como tricomonosis. La tricomonosis ha sido 

catalogada por la Organización Mundial de la Salud como la enfermedad de transmisión 

sexual no viral de mayor incidencia en el mundo, siendo los más afectados los países en 

vías de desarrollo. 

 

El estudio de T. vaginalis también resulta relevante en investigación básica pues los 

mecanismos de un gran número de procesos biológicos aún no están definidos ni 

estudiados a profundidad en organismos protozoarios. Es el caso del ciclo celular de T. 

vaginalis, cuyo estudio ha permanecido sin avances durante un largo periodo y que 

podría llegar a esclarecer principios básicos de ese proceso biológico dentro de un 

contexto filogenético. 

  

En este proyecto a partir de una clona genómica de T. vaginalis que contenía un gen de 

actina en su región 3’, se localizó un gen putativo para una Cinasa Dependiente de 

Ciclinas (CDK, por sus siglas en inglés) a 2 Kb río arriba del gen de actina. El trabajo 

consta de la caracterización de este gen a través de análisis experimentales y teóricos; 

los resultados nos sugieren que este es el primer gen de una proteína Cdk en ser 

descrito en T. vaginalis. 

 

Como estudio práctico se realizaron análisis por medio de Southern y northern blot, 

producción de la proteína recombinante con un extremo de histidinas y ensayo de unión 

de la proteína recombinante a un sustrato específico para proteínas del tipo Cdk. Como 

estudio teórico se realizó el análisis de la secuencia nucleotídica y de posibles regiones 

consenso para transcripción; análisis de la secuencia peptídica y localización de motivos 

conservados de la familia de proteínas cinasa así como modelaje in silico de la posible 

estructura terciaria. 
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Como aportación final se elaboró un método teórico para realizar análisis in silico de un 

genoma anotado y así proponer en un organismo las posibles proteínas con actividad 

como CDK. Este método está basado en un puntaje asignado a secuencias de 

aminoácidos conservados. Se examinó el genoma de T. vaginalis con el método arriba 

descrito y se obtuvieron cinco secuencias con puntaje alto. A estas secuencias también 

se les realizó modelaje in silico y alineamiento de sus estructuras tridimensionales con 

una CDK convencional. 
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III. INTRODUCCIÓN 

 

1. Protozoarios 

 

Los protozoarios son seres unicelulares llamados comúnmente protistas y con un 

tamaño microscópico en el rango de 0.01 a 0.5 mm. La mayoría son de vida libre; sin 

embargo, algunos viven como parásitos y se sabe que todos los animales superiores 

pueden ser parasitados con una o más especies protozoarias provocando así infecciones 

que pueden ser asintomáticas o llevar a complicaciones severas2. 

 

Estos organismos se encuentran casi en cualquier hábitat: el plancton está conformado 

por organismos de los grupos taxonómicos dinoflagelados, foraminíferas y radiolarios y 

es parte del hábitat marino contribuyendo al balance del nicho ambiental; los rizópodos, 

flagelados y ciliados se encuentran comúnmente en agua dulce. También se encuentran 

diversos tipos de protozoarios en manantiales termales, lagos salados, vías de drenaje y 

en los suelos pueden ayudar a enriquecer el estrato forestal. Así, son componentes 

básicos y necesarios para una gran variedad de ecosistemas. Como parte de la cadena 

evolutiva tienen más diversidad que plantas y animales2. 

 

Los protozoarios constan de una anatomía compleja con componentes atípicos como 

peroxisomas, fotorreceptores, hidrogenosomas y estructuras mótiles como cilios y 

flagelos. Tienen una nutrición holozoica (requieren substancias orgánicas preformadas) 

y una gran parte de ellos se alimenta por medio de fagocitosis2. 

 

De acuerdo a algunas propuestas en sistemática, los protozoarios no son organismos 

ancestrales ni primitivos y la falta de algunos componentes y características podría 

deberse a una pérdida secundaria2. Existe evidencia que sugiere que todos los 

eucariontes tuvieron mitocondrias en algún punto de su historia evolutiva3. Es por estos 

estudios filogenéticos que los protozoarios resultan de gran interés científico, así como 
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por las implicaciones del estudio de las especies parásitas en las ramas de la 

biomedicina y veterinaria. 

 

Como agentes infecciosos representan un reto para encontrar medicamentos seguros, 

eficientes y de baja toxicidad ya que su carácter eucarionte hace que sea más difícil 

tratarlos sin afectar al hospedero a la vez. Este es el caso de la terapia con compuestos 

de la familia de los imidazoles, los cuales pueden tener una eficacia limitada y presentar 

riesgos de toxicidad importantes4. La Organización Mundial de la Salud (WHO, por sus 

siglas en inglés) marca ciertas enfermedades resultantes de la infección por 

protozoarios como críticas para la inversión en investigación y el entrenamiento de los 

servicios de salud. Se detalla en su plan de ‘Control de Enfermedades Tropicales 

Relegadas’ que más de mil millones de personas (un sexto de la población total mundial) 

sufre una ó más de las enfermedades tropicales relegadas y que éstas solo persisten en 

condiciones de pobreza y marginación. Dentro de tales enfermedades se encuentran la 

tripanosomiasis africana, leishmaniasis y la enfermedad de Chagas, las tres causadas por 

parásitos protozoarios12. 

 

Asimismo, WHO indica como un problema de salud pública a las enfermedades de 

transmisión sexual (ETS), con una marcada diferencia en su prevalencia dependiendo del 

progreso del país, siendo que la mortalidad para el año 2002 en los países en vías de 

desarrollo fue de 179,673 hombres y 88,728 mujeres; mientras que en países 

desarrollados fue de sólo 1,214 hombres y 832 mujeres12. 

 

En los países en vías de desarrollo las ETS y sus complicaciones son una de las cinco 

causas más comunes de consulta médica y pueden desembocar en síntomas agudos, 

infecciones crónicas y secuelas a largo plazo como incapacidad, infertilidad, embarazos 

extrauterinos, cáncer cervical y muerte. WHO estimó en 1999 que 340 millones de 

nuevos casos de sífilis, gonorrea, clamidia y tricomonosis habían ocurrido en personas 
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en el rango de 15 a 49 años de edad, aún cuando todas estas enfermedades son 

tratables12. 

 

2. Trichomonas vaginalis 

 

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) es un protozoario que pertenece al grupo 

Parabasalia. Los parabasálidos son un linaje eucariótico altamente divergente y han sido 

divididos de acuerdo a sus características morfológicas y su filogenia molecular en 

hipermastigotes y tricomonádidos. Los hipermastigotes comprenden la mayoría de los 

organismos dentro del grupo Parabasalia y viven como comensales dentro del tracto 

intestinal de vertebrados e insectos2. 

 

El segundo grupo son los tricomonádidos, protozoarios flagelados anaeróbicos que se 

encuentran en vida libre o como parásitos y que incluyen a patógenos que causan 

enfermedades venéreas: En el hombre T. vaginalis y en el ganado Tritrichomonas foetus. 

Éste último puede causar infertilidad, lo que resulta en pérdidas económicas 

considerables para el sector ganadero9-11. 

 

T. vaginalis es el agente causante de la enfermedad de transmisión sexual (ETS, 

mencionadas con anterioridad) no viral de mayor prevalencia en el humano, pues se 

estima que anualmente origina de 174 a 180 millones de infecciones nuevas en todo el 

mundo. Su importancia médica se basa en que, al igual que las demás ETS, su 

prevalencia es extremadamente alta en algunos países en vías de desarrollo11-13. 

 

Este protozoario se transmite a través del tracto urogenital y las infecciones agudas 

están asociadas a un riesgo elevado de inflamación pélvica, infertilidad y problemas 

perinatales9. Causa síntomas en aproximadamente el 50% de las mujeres infectadas y a 

pesar de que en los hombres causa una infección uretral y de corta duración, ellos 

actúan como transmisores del parásito a la mujer. El cuadro clínico de la infección aguda 
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en mujeres incluye descarga vaginal, hedor, edema y eritema. También se ha 

documentado que T. vaginalis puede causar neumonía, bronquitis e infecciones orales y 

en algunos casos las infecciones respiratorias se adquieren perinatalmente de madres 

infectadas11. 

 

La infección por T. vaginalis ha sido asociada con un incremento del riesgo (1.52 veces) 

de infección con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)14. Se cree que este 

incremento es debido a la inflamación local que causa T. vaginalis y la presencia de 

lesiones en las mucosas. También se ha observado que la co-infección con T. vaginalis 

predispone a individuos VIH positivos a desarrollar el Síndrome de Inmunodeficiencia 

Adquirida (SIDA)11,12. 

 

El metronidazol es el medicamento comúnmente utilizado para combatir la 

tricomonosis pero la resistencia a este compuesto es frecuente así como la resistencia 

cruzada con otros fármacos de la familia de los 5-nitroimidazoles, lo que representa un 

problema para el tratamiento de esta enfermedad15. 

 

Se considera que el ciclo de vida de T. vaginalis consiste en una etapa única de 

trofozoito pues la etapa de quiste nunca ha sido documentada. El trofozoito varía en 

tamaño y forma, con una medida promedio de 10 micras de largo y 7 micras de ancho 

(Fig. 1). En cultivos axénicos su forma es ovalada y se torna ameboide cuando se adhiere 

a la pared del epitelio vaginal16. 

 

El trofozoito tiene cuatro flagelos anteriores y un flagelo recurrente incorporado a una 

membrana ondulante que es sostenida por una costa no contráctil. Posee organelos 

denominados hidrogenosomas, símiles anaeróbicos de las mitocondrias13. 

 

Su división celular se lleva a cabo por fisión binaria (la forma más común de 

reproducción asexual) en la que una célula se divide transversalmente para dar lugar a 
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dos células hijas. En los tricomonádidos la fisión binaria ocurre como una división 

longitudinal cuya polaridad se determina por la duplicación inicial de los cuerpos basales 

de los flagelos17.  

 

 

 

 

 

Figura 1. El trofozoito de T. vaginalis tiene una medida promedio de 10 micras de largo y 

7 micras de ancho. En esta micrografía se encuentra antes de tomar una forma 

ameboide en la superficie del epitelio vaginal y se aprecian los cuatro flagelos anteriores 

y un flagelo recurrente incorporado a una membrana ondulante1.  

 

3. Ciclo celular y Cdk (Cinasa Dependiente de Ciclinas) 

 

Las células eucariontes realizan su división celular a través de una serie de eventos 

coordinados que en conjunto se conocen como ciclo celular. El ciclo celular asegura la 

segregación correcta de la información genética por medio de etapas sucesivas de 
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duplicación y división del genoma y comprende todos los procesos bioquímicos y 

morfológicos necesarios para dar lugar a dos células hijas que mantengan la misma 

carga genética y la misma composición fundamental que su progenitora18,19. 

 

El ciclo celular se ha estudiado y definido como una sucesión de cuatro fases reguladas 

de manera precisa y denominadas G1 (Gap 1 o postmitótica), S (Síntesis), G2 (Gap 2 o 

postsintética) y M (Mitosis). Cada una de estas etapas comprende diferentes estados 

fisiológicos de la célula. En los eucariontes superiores el ciclo celular determina el 

crecimiento del organismo por medio de señales extracelulares mitogénicas y 

antimitogénicas; asimismo, define la diferenciación y el desarrollo dependiendo de los 

estímulos recibidos18. En eucariontes unicelulares como las levaduras y los protozoarios, 

el control del ciclo celular está íntimamente relacionado con el control de su ciclo de 

vida20. 

 

Para asegurar el control adecuado del ciclo celular, éste se vale de los ‘checkpoints’ o 

puntos de control ejercidos por complejos proteicos que previenen que el ciclo celular 

avance hasta que se hayan completado eventos críticos de cada fase; por ejemplo, el 

checkpoint de replicación evita que la mitosis prosiga si la replicación del DNA aún no se 

ha completado y el checkpoint de ensamblaje del huso cromático detiene la separación 

de las cromátidas hermanas hasta que todos los cinetocoros se encuentren unidos al 

huso cromático. 

 

Algunos de estos checkpoints funcionan inhibiendo la actividad de los complejos 

proteicos CDK para así evitar la progresión del ciclo celular18. Los complejos CDK son 

heterodímeros conformados por una subunidad catalítica conocida como Cdk (se utiliza 

el término en mayúsculas CDK para el heterodímero y el término con minúsculas Cdk 

para la subunidad catalítica)21. Las proteínas Cdk han sido ampliamente estudiadas en 

modelos que van desde las levaduras hasta los mamíferos y fueron conocidas 

anteriormente como proteínas Cdc (por las siglas en inglés de Cell division control).  
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El heterodímero funcional CDK se forma con una proteína del grupo heterogéneo de las 

Ciclinas, que reciben su nombre debido a la expresión oscilatoria que muestran durante 

las diferentes etapas del ciclo celular22,23. Las ciclinas fungen como subunidades 

reguladoras del heterodímero, ya que permiten la activación de la proteína Cdk, ayudan 

a su estabilización, su localización celular y coadyuvan a la especificidad de sustrato 24. 

 

Los complejos CDK se regulan de diferentes maneras: El número de genes presente en 

cada organismo, la disponibilidad de ciclinas y su especificidad para cada etapa del ciclo 

celular, la fosforilación y defosforilación regulatoria, la unión de inhibidores, la unión de 

otras moléculas reguladoras como Suc1 (llamada Cks1 en mamíferos), ubiquitinación y 

regulación de niveles transcripcionales18. 

 

4. Proteínas Cdk 

 

Las proteínas Cdk son importantes para mantener la progresión sincronizada del ciclo 

celular, ya que la activación secuencial y periódica de los complejos CDK determina el 

estado de fosforilación de sus proteínas blanco, las cuales comprenden a proteínas 

relacionadas al ciclo celular como son Whi5 (inhibidor de la fase S), Sic1 (inhibidor de la 

CDK de mitosis), Rb (represor transcripcional antiproliferativo) y otras asociadas a 

diferentes eventos como la condensación y dinámica cromosomal, transcripción de 

genes de histonas, proteólisis, replicación y reparación de DNA21,25, etc. 

 

Las proteínas Cdk son proteínas de la familia de las cinasas y fosforilan a sus proteínas 

blanco al transferirles un grupo fosfato proveniente de la molécula ATP26. Sus 

características proteicas las incluyen en la superfamilia de las proteín cinasas del tipo 

serina/treonina dirigidas a prolina y su peso molecular se encuentra entre los 30 a 36 

kDa27,26.  
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La regulación de las proteínas Cdk influye directamente en la progresión del ciclo 

celular. Estas proteínas no se regulan por sus niveles de concentración, ya que éstos se 

mantienen estables a lo largo de todo el ciclo celular. En cambio, las proteínas Cdk están 

sujetas a diferentes modificaciones postraduccionales y a eventos de fosforilación y 

defosforilación en algunos de sus aminoácidos significativos. Existen varios motivos de 

aminoácidos y estructuras características que han sido descritos como necesarios para 

la función de Cdk, su unión a ciclina y a Suc1 (otra proteína reguladora)23,28-33. 

 

Siguiendo el patrón de las proteín cinasas, la conformación de las proteínas Cdk es 

bilobulada con una parte amino terminal (lóbulo N) rica en hojas β-plegadas y una parte 

carboxilo terminal (lóbulo C) más grande y conformada por α-hélices. Entre estos dos 

lóbulos existe una hendidura, que corresponde al sitio catalítico de unión a ATP26-28,32 

(Fig. 2). 

 

Las proteínas Cdk conservan los subdominios descritos para todas las proteín cinasas 28 

y en su conformación proteica además tienen dos estructuras características: Una de 

ellas es llamada hélice PSTAIRE (por los aminoácidos que comúnmente la conforman) y 

se ha sugerido que funciona como un sitio de reconocimiento para la ciclina. La segunda 

estructura es llamada T-loop y se conforma por la región que va desde un motivo DFG 

(Aspartato-Fenilalanina-Glicina) hasta un motivo APE (Alanina-Prolina-Glutamato), 

ambos motivos son característicos de las proteín cinasas. 

 

En su estructura también se han definido como importantes una región helicoidal 

conocida como αL12 y un sitio de fosforilación activadora T161 (los números de 

aminoácidos se nombran así de acuerdo a sus equivalentes en Cdc2)27,29,31. 

 

Las ciclinas interaccionan con ambos lóbulos de las proteínas Cdk y las activan al 

causarles cambios conformacionales: En un estado inicial (sin unión a una ciclina) Cdk 

tiene residuos de aminoácidos que son necesarios para la unión de ATP, pero que no 
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son funcionales debido a que la estructura αL12 interfiere con la posición de la hélice 

PSTAIRE26. Las ciclinas al unirse a las proteínas Cdk inducen la rotación de la hélice 

PSTAIRE y el contacto de ésta con el sitio catalítico. 

 

También en un estado inicial (sin unión a una ciclina), la estructura T-loop está 

bloqueando al sitio catalítico. Una vez que la ciclina se une, ocasiona la apertura de la 

estructura T-loop. 

 

La unión de ciclina también expone el sitio de fosforilación activadora T161 27,33. Este sitio 

es fosforilado por la proteína llamada Cinasa Activadora de CDK (CAK, por sus siglas en 

inglés) 18,26. 

  

La inhibición de los complejos CDK es ocasionada generalmente por fosforilación de las 

subunidades Cdk en sus aminoácidos T14 y Y15
 (los números de aminoácidos se nombran 

así de acuerdo a sus equivalentes en Cdc2). Estos aminoácidos forman parte del sitio 

catalítico (en el motivo GXGTYG) y si son modificados irrumpen en la disposición de la 

hendidura del sitio catalítico y otros sitios de reconocimiento peptídico 33. Esta 

fosforilación la ocasionan las cinasas Wee1 y Myt1 18 y es removida por la fosfatasa 

Cdc25. 

 

Los complejos CDK son regulados también por otras proteínas, subunidades inhibitorias 

conocidas como CKIs (por las siglas en inglés de Cyclin-dependent Kinase Inhibitors) que 

se unen a la proteína tipo Cdk o a ambas partes del complejo para detener el ciclo 

celular27,35. 

 

Otra forma de regulación de los complejos CDK es conferida por la proteína Suc1 

(también conocida como Cks1 en levaduras), que es necesaria para la terminación 

completa de la mitosis y se considera un componente integral de la maquinaria que 

regula la función de los complejos CDK. Suc1 se une a la proteína Cdk y actúa al inhibir la 
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defosforilación del aminoácido Y15, asegurando así que los complejos CDK sólo actúen 

en la etapa del ciclo celular en que son requeridos. La unión a esta proteína reguladora 

ha sido utilizada como un criterio de análisis para la identificación de una proteína Cdk. 

 

Esta inhibición en la defosforilación del aminoácido Y15 se ha postulado que puede ser el 

resultado de que Suc1 ejerza una vía de menor activación de la fosfatasa Cdc25 o 

porque permita una falta de inhibición de las cinasas Wee1 y Myt136. Estudios 

cristalográficos y bioquímicos han sugerido que esa función dual puede ser debido a que 

Suc1 esté actuando como una plataforma de acoplamiento para reguladores positivos y 

negativos de Cdk37. También se ha estudiado la posibilidad de que Suc1 adicionalmente 

regule a los complejos CDK al modular la degradación de algunas ciclinas38. 

 

 

 

Figura 2. Representación en listones del complejo formado por una de las proteínas Cdk 

presentes en humano, llamada Cdk2 (en rojo) y su subunidad reguladora Ciclina A (en 

azul). Se indican las estructuras más representativas de las proteínas de tipo Cdk, como 

la hélice PSTAIRE, la hendidura catalítica y la estructura conocida como T-loop; así como 

una molécula de ATP unida al sitio catalítico34(modificada).  
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IV. ANTECEDENTES 

 

1. CDK en Levadura 

 

En Saccharomyces cerevisiae, la progresión del ciclo celular se encuentra regulada por 

una sola proteína Cdk llamada Cdc28 y cuya especificidad para cada etapa del ciclo 

celular es dada por la ciclina a la que se ha asociado 19. Existen tres ciclinas del tipo CLN 

para el inicio del ciclo celular (en las etapas G1 y el inicio de S) y seis ciclinas del tipo B 

para la progresión (a partir del inicio de la replicación del DNA en S) (Fig. 3). 

 

En Schizosaccharomyces pombe también se requiere una sóla proteína Cdk llamada 

Cdc2 y existen tres ciclinas del tipo B: cdc13 y cig1 se requieren para las fases G2 y M y 

cig2 para las fases G1 y S. 

 

2. CDK en Mamíferos 

 

En los mamíferos la familia de proteínas Cdk comprende a 20 proteínas, de las cuales 11 

son homólogas a Cdc2 (CDK1 a CDK11). Sólo cinco de estas proteínas Cdk tienen 

actividad durante el ciclo celular: CDK4/6 que se unen a ciclinas tipo D; CDK2 que se une 

a ciclinas tipo A y E; CDK1 que se une a ciclinas tipo A y B; y CDK3 que se une a ciclinas 

de los tipos A, C y E 25 (Fig. 4). 

 

Las proteínas CDK7 a CDK11 se han encontrado involucradas en eventos de regulación 

transcripcional. El complejo conformado por CDK7 y ciclina H está presente en el ciclo 

celular al actuar como Cinasa Activadora de CDK (CAK, por sus siglas en inglés) pero 

además actúa en la activación de la transcripción al ser un componente del factor 

general de transcripción IIH (TFIIH). 
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Figura 3. En levaduras, una sola proteína tipo Cdk se encuentra involucrada en el ciclo 

celular. En este modelo se muestra la proteína Cdk única de S. cerevisiae, llamada 

Cdc28. También se aprecia la posible unión de Cdc28 a las diferentes ciclinas presentes 

en este organismo, al homólogo en levaduras de la proteína reguladora Suc1, llamada 

Cks1 y la subunidad inhibitoria Sic1p, que en el ciclo celular de levaduras representa una 

CKI, proteínas que se unen a la proteína tipo Cdk y a las ciclinas para detener el ciclo 

celular39. 
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Figura 4. En mamíferos, varias proteínas del tipo Cdk se encuentran involucradas en el 

ciclo celular. También existen otras proteínas del tipo Cdk que se encuentran asociadas 

a otros procesos; por ejemplo, Cdk7 se encuentra relacionada con la progresión de la 

transcripción y además actúa como una CAK, que son las proteínas que se encargan de 

efectuar la fosforilación activadora a las proteínas Cdk. En esta imagen se aprecian las 

diferentes proteínas Cdk descritas en mamíferos, así como las ciclinas a que se unen, las 

interacciones proteicas que establecen y las funciones interdependientes que ejercen 

en el ciclo celular, la transcripción y otros procesos biológicos25(modificada). 
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El complejo CDK8-ciclina C fosforila a la RNA polimerasa II, el complejo CDK9-ciclina T/K 

regula el proceso de elongación y el complejo CDK11-ciclina L está involucrado en el 

proceso de splicing40. 

 

CDK5 es un factor ligado a eventos del sistema nervioso y que se ha descrito como 

activo durante senescencia y regulador de neurofilamentos junto con la proteína p3525. 

 

3. CDK en Protozoarios 

 

Las proteínas Cdk descritas en diversos protozoarios a veces han sido llamadas CRK (por 

las siglas en inglés de Cdc2-Related Kinase), debido a que presentan cambios en la 

conformación típica de las proteínas Cdk de otros tipos de organismos o cambios en los 

motivos proteicos generalmente encontrados en éstas41. 

 

Por ejemplo, algunas de las CRK conocidas pueden presentar cambios a la región 

regulatoria PSTAIRE y se ha descrito una secuencia mínima conservada de los 

aminoácidos equivalentes a P45, R50 y E51 20,41,42. Es importante señalar que existen 

trabajos realizados en Schizosaccharomyces pombe que demostraron que se le podían 

modificar algunos aminoácidos a la región PSTAIRE de Cdc2 y ésta retenía su función20.  

 

Las CRK comúnmente presentan extensiones en sus extremos amino y carboxilo, 

aunque se desconoce la utilidad que estas modificaciones les confieren20. También se 

han descrito CRK que contienen extensiones o inserciones en sus dominios catalíticos, 

sin que esto les impida ser funcionales41. Un caso particular para estos hallazgos es la 

CRK descrita en el organismo Crithidia fasciculata, la cual tiene un peso molecular de 53 

kDa y tiene dos largas inserciones de 66 y 79 aminoácidos; los estudios de esta CRK han 

demostrado que a pesar de estas extensiones, es una proteína funcional43. 

 



 
21 

 

 

 

 

Protozoario Número CRKs Nombre (s) 

Trypanosoma brucei 6 TbCRK1-4 y TbCRK6-7 

Trypanosoma cruzi 2 TzCRK1 y TzCRK3 

Leishmania mexicana 2 LmmCRK1 y LmmCRK3 

Leishmania major 1 LmajCRK3 

Trypanosoma congolense 1 TcCRK1 

Plasmodium falciparum 2 PfPK5-6 y Pfmrk 

Crithidia fasciculata 1 Cfa CRK 

Toxoplasma gondii 1 TgCRK2 

Theileria annulata 1 TaCRK2 

Dictyostelium discoideum 1 Cdc2Dd 

Plasmodium vivax 1 PvCRK2 

Entamoeba histolytica 1 EhCDK2 

Giardia intestinalis 1 CRK1 

 

 

 

Tabla 1. CRKs (CDK Related Kinases) que han sido descritas en organismos 

protozoarios y cuya función en el ciclo celular ha sido comprobada por medio de análisis 

experimentales. En estos protozoarios y otros no mostrados en esta tabla, existen 

proteínas adicionales que se encuentran bajo estudio para identificar si ejercen una 

función en el ciclo celular 43,42,44-46,20,41,47
. 
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4. Clona genómica pgactin10 

 

De acuerdo a lo anteriormente publicado por nuestro grupo de trabajo51, una alta 

proporción de guaninas y citosinas (G+C) dentro de una secuencia genómica de T. 

vaginalis, sugiere la presencia de una posible región codificadora. 

 

Así, se analizó una clona genómica de T. vaginalis clonada en el vector pBluescript para 

E. coli, llamada pgactin10 y que contenía una copia del gen de actina cerca de su 

extremo 3’. Se encontró que esta clona exhibía un mayor contenido de G+C 

aproximadamente 2 kb río arriba del gen de actina. La clona genómica pgactin10 fue 

secuenciada y esta secuencia se verificó a través de un análisis manual de los 

nucléotidos completos para el inserto genómico. De esta manera, se confirmó que el 

inserto genómico tiene una longitud de 7,337 pb (Fig. 5). 

 

El inserto genómico fue analizado con la herramienta in silico BLAST (‘Basic Local 

Alignment Search Tool’), la cual consiste en un programa al que el usuario suminis tra 

secuencias nucleotídicas y/o peptídicas para ser comparadas con bases de datos de 

secuencias ya reportadas. El programa localiza regiones de similitud entre ellas y calcula 

la relevancia estadística de las correlaciones, lo que permite identificar de manera 

teórica miembros de familias de genes así como inferir relaciones de carácter funcional 

o evolutivo entre secuencias. 

 

Este análisis permitió identificar que en la región del inserto de la clona que había sido 

marcada con un aumento en el contenido G+C, existía una región con homología a 

genes codificantes para proteínas del tipo Cdk en organismos filogenéticamente 

diversos como son levaduras, otros protozoarios, anfibios, aves y mamíferos. Esta región 

de homología comprende una sección mayor a 1 kb de longitud, con las características 

de abarcar en su totalidad la extensión de los genes homólogos a proteínas Cdk de la 

base de datos de la herramienta BLAST. 
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Figura 5. Mapa del contenido de G+C en la clona genómica pgactin10 y esquema del 

inserto genómico presente en la clona pgactin10 de T. vaginalis. Una alta proporción de 

guaninas y citosinas (G+C) dentro de una secuencia genómica de T. vaginalis, sugiere la 

presencia de una posible región codificadora. En este mapa, las regiones con alto 

contenido de G+C corresponden a: Una región de homología con proteínas del tipo Cdk 

(identificada mediante análisis tipo BLAST) y una copia del gen de actina. 
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Anteriormente, se realizó una biblioteca genómica de T. vaginalis y se obtuvieron ocho 

clonas que contenían copias del gen constitutivo para actina. Al realizar un análisis in 

silico de las regiones asociadas al gen de actina, se describió que la clona denominada 

pgactin10 contenía aproximadamente a 2 kb río arriba del gen de actina, una región de 

alta homología a genes codificantes para Cinasas Dependientes de Ciclinas (Cdk) de 

organismos muy diversos. 

 

Al tomar en cuenta que el estudio del ciclo celular de T. vaginalis es escaso y aún no se 

han descrito las proteínas que forman parte de su regulación, se consideró relevante 

caracterizar la región con homología descrita y determinar si ésta codifica para una 

proteína del tipo Cdk. 

 

Este trabajo se divide en dos partes: Por una parte está la comprobación experimental 

de que esta secuencia homóloga a Cdk se trata de un gen que se expresa en T. vaginalis 

y su posible funcionalidad a nivel proteico; por otra parte se realizó un estudio in silico 

de las secuencias nucleotídica y peptídica; asimismo se creó un sistema teórico de 

evaluación para proteínas que se proponen como Cdk. 
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VI. OBJETIVOS 

 

1. Analizar la secuencia nucleotídica de pgactin10 y describir los elementos de un gen 

en la región con homología a genes codificantes para proteínas Cdk. 

2. Identificar el número de copias de este gen en el genoma de T. vaginalis. 

3. Analizar la secuencia peptídica y elaborar un modelo estructural por homología. 

4. Comprobar la expresión del gen a nivel de transcripción de RNA mensajero. 

5. Clonar la secuencia codificante en un vector de expresión y purificar la proteína 

recombinante. 

6. Determinar la capacidad de la proteína recombinante para unirse al sustrato 

específico p13suc+1. 

7. Elaborar un método de evaluación teórico para determinar la identidad de una 

proteína como CDK. 

8. Analizar el genoma de T. vaginalis con el método de evaluación teórico desarrollado. 
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VII. METODOLOGÍA 

 

1. Cultivos 

El aislado CNCD14751 de T. vaginalis fue utilizado para todos los experimentos. Estos 

protozoarios fueron cultivados en medio TYM (1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 

0.25% maltosa) suplementado al 10% con suero de caballo inactivado. 

 

2. Extracción de DNA genómico y RNA total 

Cultivos de T. vaginalis fueron tratados para la extracción de DNA por el método de 

fenol-cloroformo48 con una modificación del amortiguador de lisis (0.2% SDS, 100mM 

NaCl, 10 mM EDTA y 10 mM Tris-HCl pH 8) y para la extracción de RNA por el método de 

TRIzol-cloroformo, una modificación al método de un solo paso49. 

 

3. Southern blot 

Para el ensayo de Southern blot con amortiguador de acetato de amonio, DNA 

genómico de T. vaginalis (5 µg) fue digerido con la enzima de restricción EcoRI y 

separado por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. El DNA genómico fue digerido 

con esta enzima pues la clona genómica pgactin10 fue construida con un inserto de 

extremos EcoRI. El gel resultante fue transferido a un filtro de nylon que posteriormente 

fue fijado por entrecruzamiento con luz UV, hibridado a 42ºC con sondas elaboradas por 

random-priming con α[32P]dCTP, lavado con la solución 2X SSC/0.5% SDS y expuesto a 

autoradiografía. 

 

4. Northern blot 

Para los ensayos de northern blot se utilizó RNA total de T. vaginalis (5 µg), que fue 

separado por electroforesis en un gel de agarosa-formaldehído al 1.75%. Este gel fue 

transferido a una membrana de nitrocelulosa, la cual fue procesada de la misma manera 

que los filtros de Southern blot. 
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5. Sondas 

Las sondas utilizadas en este trabajo fueron realizadas por el método de random-

priming50 con α[32P]dCTP. 

En el caso de la sonda para la secuencia de TvCDK el fragmento marcado fue de 865 pb, 

que fue purificado de una digestión de la clona genómica pgactin10 de T. vaginalis con 

las enzimas de restricción EcoRV y EcoRI. 

 

6. Análisis de secuencias 

La secuencia de la clona genómica de T. vaginalis llamada pgactin10 fue analizada con la 

herramienta in silico BLAST de NCBI para análisis de secuencias nucleotídicas o 

peptídicas (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se utilizaron las variantes blastn 

para comparación entre secuencias nucleotídicas, blastp para comparación de 

secuencias peptídicas y blastx. Esta última herramienta traduce la secuencia 

nucleotídica provista a una secuencia de aminoácidos; y la secuencia de aminoácidos 

resultante la compara con una base de datos de secuencias de proteínas anteriormente 

reportadas. 

 

7. Modelo de la estructura terciaria de TvCDK 

El modelo de la conformación que tendría la proteína TvCDK putativa se realizó por 

medio de la herramienta 3D PSSM Protein Fold Recognition 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm/index2.html). Esta herramienta realiza una 

búsqueda de identidad entre una base de datos de secuencias pertenecientes a 

proteínas cuya estructura tridimensional ya se conoce y una secuencia de aminoácidos 

que el usuario provee. Al encontrar similitud con algunas de las secuencias reportadas, 

la herramienta toma como patrón el modelo terciario correspondiente para 

proporcionar un modelo hipotético de la estructura terciaria que tendría la proteína 

resultante de la secuencia de interés. Los archivos PDB fueron visualizados con el 
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programa PyMOL de DeLano Scientific para obtener imágenes en representación de 

listones y hélices con regiones y residuos de aminoácidos resaltados en colores únicos. 

 

8. Construcción de un plásmido recombinante 

El marco abierto de lectura del gen putativo para TvCDK fue fusionado a una cola de seis 

histidinas usando el vector de expresión pQE30 de QIAgen en los sitios BamHI y PstI. 

Estos sitios se insertaron en la secuencia de cDNA por medio de PCR de la clona 

genómica pgactin10 con los oligos presentes en la Tabla 2. 

 

Nombre Secuencia Sitio de restricción 

CDK30B 5’CATCGGATCCAT GGATTCCAGCGATGATTTT3’ BamHI 

CDK30R 5’CATCCTGCAGTTAAATTTCAGCTT TCTCAGG3’ PstI 

 

 

El PCR fue llevado a cabo con la polimerasa Pfu y su producto fue clonado en el vector 

pCR-BluntII-TOPO. Este nuevo plásmido fue digerido con ambas enzimas (BamHI/PstI) y 

el fragmento con el gen para TvCDK fue purificado de esta doble digestión. Este 

fragmento fue clonado en el vector pQE30 previamente digerido por las mismas 

enzimas, utilizando la cepa M15 [pREP4] de E. coli. 

 

9. Secuenciación 

El plásmido resultante de la clonación de la región codificante de TvCDK en el vector 

pQE30 fue nombrado pCDK30. Este plásmido recombinante se purificó con el Estuche 

QIAprep de Qiagen y posteriormente se secuenció la unión 5’ del vector con TvCDK para 

asegurar que se encontraran en fase las secuencias de la región codificante de TvCDK y 

la región del vector que codifica para las seis histidinas. La secuenciación se realizó con 

Tabla 2. Oligos utilizados para la obtención por medio de PCR del ORF de TvCDK con 

extremos BamHI y PstI desde la clona pgactin10. Con letra resaltada se marca la región de 

cada oligo que empalma con la secuencia de pgactin10 y subrayado el sitio de corte de la 

enzima de restricción señalada. 
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un plásmido templado pCDK30 a concentración 0.3 μg/μl y el oligo ‘10gactin14’ 

(5’TCTGCTTGCTTGCATTGAAG3’) a concentración 4 pmol/μl por el método de Sanger. 

 

10. Ensayo de inducción de His-CDK 

Cultivos de E. coli transfectados con el plásmido recombinante pCDK30 fueron inducidos 

con dos concentraciones de IPTG (0.1 mM y 1 mM) al alcanzar una D.O. de 0.6 a 600 nm 

de luz. Se tomaron alícuotas cada 30 minutos durante 5 horas, y los extractos proteicos 

totales se obtuvieron por ebullición de las muestras del cultivo en amortiguador de 

Laemmli. Las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida (12% gel 

separador, 5% gel concentrador) con amortiguador Tris-glicina (25 mM Tris base, 250 

mM glicina pH 8.3, 0.1% SDS). 

 

11. Ensayo de unión a p13suc+1 

Cultivos de E. coli transfectados con el plásmido recombinante CDK30 fueron inducidos 

con 0.1 mM de IPTG  por 3 horas. Las células se lavaron con PBS, se lisaron con 250 μl de 

Amortiguador de lisis K (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 

0.1% NP-40, 2 μg/ml Leupeptina y 50 μg/ml PMSF). El lisado se incubó 15 minutos en 

hielo y finalmente fue centrifugado. El sobrenadante con el lisado proteico total se 

mantuvo a -20oC. 

 

Proteína p13suc+1 conjugada a agarosa a una concentración 2.5 mg/500 μl en 

suspensión del 50% fue adquirida de Upstate Cell Signaling Solutions. De estas perlas, se 

lavaron 100 μg por muestra con 1 ml de Amortiguador Beads (50 mM Tris pH 7.4, 250 

mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA y 0.1% NP-40), se centrifugaron y se añadió 250 μl 

de Amortiguador Beads más 240 μg del lisado proteico a estudiar. Esta suspensión se 

mantuvo en rotación constante durante 1 hora a 4ºC. Posteriormente se centrifugó y el 

botón de perlas fue lavado en 5 ocasiones con 250 μl de Amortiguador Beads. Las perlas 

resultantes fueron resuspendidas en 10 μl de Amortiguador Laemmli y sometidas a 

ebullición por 5 minutos. Esta es una variación al método utilizado por Zhang52. 
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Las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida (12% gel separador, 

5% gel concentrador) con amortiguador Tris-glicina (25 mM Tris base, 250 mM glicina 

pH 8.3, 0.1% SDS). La proteína resultante de la unión con p13suc+1 fue purificada y 

secuenciada por medio de espectrometría de masas en el laboratorio a cargo del Dr. 

Guillermo Mendoza Hernández de la Facultad de Medicina, UNAM.  
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VIII. RESULTADOS 

 

1. Análisis de la secuencia nucleotídica de pgactin10 

 

Con esta información, se analizó si esta región de homología podría contener un gen 

completo y funcional para una proteína del tipo Cdk de T. vaginalis. Se procedió a 

estudiar la región para localizar los elementos de transcripción a nivel secuencia 

nucleotídica que podrían identificarla como un posible marco abierto de lectura (ORF, 

open reading frame). 

 

En el análisis, se verificó en primera instancia la existencia dentro de la secuencia de dos 

codones: uno de inicio de la traducción (ATG) y otro de término (TAA o ‘codón ocre’, el 

cual es el codón preferentemente utilizado por T. vaginalis para término de la 

traducción). Se consideró que ambos codones estuvieran en fase y se encontró un ORF 

que codificaría una proteína de 360 aminoácidos con un peso aproximado de 41.4 KDa. 

 

También se examinó la presencia de otros elementos que le podrían conferir 

características de un gen apto para la transcripción. Se encontró una secuencia en el 

extremo 5’ que concordaba con el consenso YCA+1NW reportado por Liston y Johnson 

para un promotor del tipo Inr específico de T. vaginalis, donde el nucleótido A señalado 

con un +1 marca el sitio de inicio de la transcripción53. Tal promotor putativo en esta 

región de homología de la clona genómica, corresponde a la secuencia TCA+1AA y se 

encuentra a 14 pb río arriba del codón de inicio de traducción ATG. 

 

Se consideraron también los trabajos realizados con anterioridad en nuestro grupo de 

investigación que describen una secuencia que fungiría como señal de poliadenilación 

en la transcripción y otra secuencia consenso que equivaldría a un sitio de corte y 

procesamiento post-transcripcional51. Así, dentro de esta región de homología de la 
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clona pgactin10 se encontraron en su extremo 3’ la probable señal de poliadenilación 

TAAA que contiene al codón TAA terminador (consenso UAAA) y dos probables sitios de 

procesamiento TAAATT (consenso Y↓(A)0-3AAUU). 

 

Con este análisis se identificó una región putativa para un transcrito de RNA de 

aproximadamente 1.1 Kb y un posible ORF codificante para una proteína de 360 

aminoácidos; este ORF lo denominaremos en lo subsecuente ‘TvCDK’ (Fig. 6). 

 

2. Expresión y número de genes de TvCDK 

 

Para analizar el número de genes probables similares a TvCDK dentro del genoma de T. 

vaginalis y comprobar si existía la expresión de un RNA mensajero (mRNA), se realizaron 

los ensayos de Southern y northern blot. 

 

En el ensayo de Southern blot se analizó cuántas eran las regiones en el DNA genómico 

de T. vaginalis con similitud a TvCDK. Este ensayo se realizó empleando DNA genómico 

digerido con EcoRI y la sonda descrita en la sección de métodos y comprende los 

nucleótidos de la posición -22 a la posición +886 del ORF mostrado en la Figura 8, 

incluyendo así la mayor parte del ORF. 

 

El número de segmentos con los que se halla hibridación en este tipo de ensayos de 

Southern blot son un indicativo del número de posibles regiones con similitud a la sonda 

presentes en el genoma de T. vaginalis. En este estudio, se encontró sólo una banda de 

hibridación de aproximadamente 7.1 Kb que corresponde al tamaño del inserto que 

contiene la clona pgactin10 (Fig. 7 Izq). 

 

En el ensayo de northern blot se comprobó la expresión de un RNA mensajero (mRNA) 

de TvCDK, al obtener una señal resultante de la hibridación del segmento de DNA de la 

sonda con la población de mRNA presente en un extracto de RNA total de T. vaginalis.  
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Figura 6. Secuencia nucleotídica de la zona de homología a proteínas tipo Cdk obtenida 

con el análisis por BLAST. El marco abierto de lectura identificado (mayúsculas) cuenta 

con 1080 pb, comprendidas entre un codón de inicio ATG (morado y subrayado) y un 

codón ocre de término TAA (rojo y subrayado). También se identificaron las secuencias 

consenso para elementos de transcripción: Promotor tipo Inr (azul y subrayado, sitio +1 

de inicio de la transcripción marcado con una flecha superior); señal de poliadenilación 

(rojo y subrayado); dos posibles sitios de procesamiento (verde y subrayado). La 

secuencia no codificadora se muestra en minúsculas. 

 

 

aataaaacag aaaatcgaga tatcgaaatt gagagcaatc aaaatctttt tATGGATTCC   60 

AGCGATGATT TTAGCATAGA AACAAAGGAT CTGAGTACGC TCTTTACCAA GGTAGAAAAG  120 

ATCGGTCTGG GAACCTATGG CAAGGTTTAT AAGTGTCTTG ATATAAGAAA GAAACAAACT  180 

GTTGCTCTAA AGAAGATTAA AATCCTAAAG CCAAACGACG GCTTTCCTGT AAATACTGTT  240 

AGAGAAATCA AGTGCCTAAA AGAACTAAAA CATGACAATA TTATCAGATT AAGAAATGTA  300 

ATTACATTAT ACAAACCAAA TAAGCCGTCA ACAGTATGGT TATCATTTGA TTACTGTGAA  360 

TTTGACTTAT TTGGATTACT CCACAAAACA GATTTTCCAC AATTATCAAC AAAACAGGTT  420 

TTATGCTACT CCCGTCAATT AATTCTTGCA ATGCTTCAAT GCAAGCAAGC AGAAATACTT  480 

CATCGTGATC TAAAACCTGC AAATTTATTC ATTACTCGTG ATAACGTTTT GAAGATCGGC  540 

GATTTTGGCT TAGCTCGCAA ATTTAAGTCT GACGATATTA AGTATACATA TAATGTTATC  600 

ACTTTATACT ACAGAGCACC AGAGTTAATC TTAGGCTGTC AAAATTATCA ATATGAAGTT  660 

GATGTTTGGA GTGTTGGATG CATTTTATAT GAGCTTTGCA CCAACAAATA CTTTTTCAAG  720 

GCCCCTATAG GTAAAGAAAT AGATCAACTT ACTGCAATTT TCAAGATTAC AGGTACACCT  780 

GACAATGAAG AGTGGCCAGA GTTCAAAGAG CTCGACAAAG GTGGTCTTTT TACTCAGAAG  840 

ATAGAAGGCA ACCTCCTTGA ATACTTGGAA AAGACAATTC CACCTGAATT CGAAGGTGCC  900 

GCAGATTTAA TCTCAAAAAT GTGCAGGTTA ACACCATCAA AGAGAATTTC CATGCAGGAG  960 

GCATTTATGC ATCCTTTCAT TTCACGTAAT GGCCAACCAA TTGAAGCTTC TCAGCTTCCT 1020 

CCGATCAGTT TAATGGAAAT GCACCAAATG CAAGCATCAG CTGAGCTCGG CAAGAATAAG 1080 

AAAGATAAAT CTGCTCACGA TTCCCCACCA AGACCTGAGA AAGCTGAAAT TTAAagaatt 1140 

atataatatt gtttttgtaa attattgtaa attttatatt gtgatacaca tttccaacac 1200 
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Figura 7. Se analizó experimentalmente el número de copias presentes en el genoma de 

T. vaginalis para el gen identificado, así como la expresión de su mRNA. Izq. Southern 

blot de 5 µg de DNA genómico de T. vaginalis digerido con la enzima EcoRI. Se encontró 

una banda única de aproximadamente 7.1 Kb. Der. Northern blot de 5 µg de RNA total 

de T. vaginalis. Se encontró una banda única de aproximadamente 1.1 Kb. (En ambos 

ensayos se utilizó una sonda construida con el fragmento de 865 pb descrito en el 

texto). 

Southern blot  Northern blot 

7.1 Kb 

1.1 Kb 
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La señal que se encontró fue estimada como un mRNA de aproximadamente 1.1 Kb, lo 

que correlaciona con el tamaño esperado para el transcrito de TvCDK (Fig. 7 Der). 

 

3. Análisis in silico de TvCDK  

 

Nuestro análisis in silico comenzó en tres fases que serían determinantes para el 

método teórico desarrollado posteriormente: 

 

1. Comparación de la secuencia peptídica de TvCDK y secuencias peptídicas de proteínas 

tipo Cdk reportadas en las bases de datos de NCBI. Se realizó la búsqueda por medio de 

la variante blastp de la herramienta in silico BLAST (Ver métodos). Se realizó un 

alineamiento de la secuencia peptídica de TvCDK con proteínas Cdk provenientes de 

diversos organismos (Fig. 8). 

 

Se encontraron secciones de similitud entre TvCDK y las proteínas comparadas, 

encontrando diversas regiones que corresponden a sitios canónicos de protein cinasas o 

proteínas del tipo Cdk, por lo que se procedió a revisar los motivos conservados en 

TvCDK respecto a otras protein cinasas. 

 

2. Búsqueda manual en la secuencia peptídica de TvCDK de la conservación de motivos 

para regiones específicas de cinasas, regiones características del subtipo cinasa 

serina/treonina y regiones únicas de proteínas tipo Cdk, tomando como referencia lo 

publicado por Hanks, 1988 (Fig. 9). 

 

Se encontraron diversos motivos con una identidad del 100% así como otros motivos 

con una alta homología (motivos con residuos conservados) a los motivos reportados en 

el estudio mencionado. Se muestra la secuencia con los motivos seleccionados (Fig. 9). 
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3. Elaboración de modelos teóricos con el programa 3D PSSM Protein Fold Recognition 

(ver métodos) de la estructura terciaria que tendría TvCDK usando como templado la 

proteína CDK2 de humano (Fig. 10). 

 

Se encontró un plegamiento conservado con los lóbulos característicos para las 

proteínas de tipo Cdk con un lóbulo N (región amino terminal) formado por hojas , un 

lóbulo C (región carboxilo terminal) formada por  hélices, presencia de la estructura 

denominada T-loop, presencia de la estructura conocida como hélice PSTAIRE. 

 

También se encontró una disposición similar a la usual para los tres aminoácidos 

reguladores más importantes de las proteínas de tipo Cdk, cuyos símiles se 

determinaron de acuerdo al análisis de alineamiento (ver arriba): El aminoácido T 28 

como equivalente a T14 y el aminoácido Y29 como equivalente a Y15 (sitios de 

fosforilación inhibitoria); el aminoácido T179 como equivalente a T160 (sitio de 

fosforilación activadora) (Fig. 10). 
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia peptídica de TvCDK y secuencias peptídicas de proteínas tipo Cdk reportadas en la 

base de datos de NCBI. El alineamiento fue generado por el programa DNAMAN (Lynnon BioSoft). El sombreado negro 

indica una identidad del 100% entre las secuencias, el rosa indica una similitud del ≥75% y el azul una similitud del ≥50%. 

 
Las proteínas utilizadas para este alineamiento son indicadas por medio de las siglas a la izquierda de cada renglón: Tv, indica la 
secuencia de estudio TvCDK. Los organismos a los que pertenecen las demás secuencias alineadas son (las referencias de NCBI se 
muestran entre paréntesis):  Eh, Entamoeba histolytica (AAA51480); Gi, Giardia intestinalis (AAM14635); Dd, Dictyostelium 
discoideum (S24386); Tt, Tetrahymena thermophila (AAD46564); Ca, Candida albicans (CAA56338); Sc, Saccharomyces cerevisiae 
(TVBY8); Sp, Schizosaccharomyces pombe (TVZP2); Zm, Zea mays (AAA33479); Xl, Xenopus laevis (P23437); Mm, Mus musculus 
(AAH05654); Hs, Homo sapiens (CAA43985). 
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Subdominio I  GXGXXGXV   Sección de unión a ATP de protein cinasas 

T14 / Y15   Sitios de fosforilación inhibitoria 
Subdominio III  EGVPSTAIREISLLKE Común en proteínas Cdk 
   PSTAIRE   Región característica de proteínas Cdk 
Subdominio VI  HRDLKPQNL  Sección de loop catalítico de proteínas Cdk 

D / N   Especificidad cinasa tipo serina/treonina 
LKPQ   Unión a ATP 

Subdominio VII  DFG   Conservado en todas las protein cinasas 
Subdominio VII  T160   Sitio de fosforilación activadora 
Subdominio VIII G-T/S-X-X-Y/F-X-APE Conservado en protein cinasas 

APE   Indicador de dominio catalítico 
Subdominio IX  DXWSXG  Conservado en proteínas Cdk 
Subdominio X  GDSEID   Sección de contacto con CAK 
Subdominio XI  R   Conservado en todas las protein cinasas 

 

 

Figura 9. Análisis de la secuencia de aminoácidos correspondiente a TvCDK, por 

búsqueda manual de motivos conservados a través de los subdominios de una protein 

cinasa (de acuerdo al estudio realizado por Hanks). Los motivos idénticos u homólogos 

encontrados en TvCDK son marcados de acuerdo a la clave de colores mostrada en el 

anexo inferior de la imagen. 

 

MDSSDDFSIE TKDLSTLFTK VEKIGLGTYG KVYKCLDIRK KQTVALKKIK ILKPNDGFPV 

NTVREIKCLK ELKHDNIIRL RNVITLYKPN KPSTVWLSFD YCEFDLFGLL HKTDFPQLST 

KQVLCYSRQL ILAMLQCKQA EILHRDLKPA NLFITRDNVL KIGDFGLARK FKSDDIKYTY 

NVITLYYRAP ELILGCQNYQ YEVDVWSVGC ILYELCTNKY FFKAPIGKEI DQLTAIFKIT 

GTPDNEEWPE FKELDKGGLF TQKIEGNLLE YLEKTIPPEF EGAADLISKM CRLTPSKRIS 

MQEAFMHPFI SRNGQPIEAS QLPPISLMEM HQMQASAELG KNKKDKSAHD SPPRPEKAEI 
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Figura 10. Modelo teórico de la proteína TvCDK elaborado por el programa 3D PSSM 

Protein Fold Recognition tomando como referencia la configuración de la proteína CDK2 

de humano. En este se muestran el lóbulo N formado por hojas  (azul), el lóbulo C 

formado por  hélices (morado), T-loop (amarillo), hélice PSTAIRE (rojo) y los 

equivalentes a los aminoácidos reguladores: T28, Y29 y T179 (rosa, naranja y verde 

respectivamente). 
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4. Producción de una proteína recombinante 

 

Los datos obtenidos de los primeros análisis in silico propusieron que la proteína 

codificada por este gen podría ser funcional, por lo que se propuso construir una 

proteína recombinante que permitiera evaluar su funcionalidad como proteína del tipo 

Cdk. 

 

Se generó un plásmido recombinante por clonación del marco abierto de lectura (ORF) 

del gen TvCDK en el vector pQE30 (Ver sección de métodos). Este plásmido 

recombinante expresa a TvCDK con una cola de histidinas anexada en el extremo amino 

terminal. El resultado es un inicio de la serie peptídica MRGSHHHHHHGSM donde la M 

subrayada marca la metionina iniciadora del ORF de TvCDK. La proteína resultante fue 

nombrada ‘His-CDK’ (Fig. 11). 

 

La secuencia de la clona fue corroborada por secuenciación, indicando que los 

nucleótidos codificadores para la metionina iniciadora de la proteína recombinante, las 

seis histidinas y la metionina iniciadora de la secuencia original de TvCDK se encuentran 

clonados en fase. 

 

Se realizó un ensayo de inducción de la proteína recombinante, exponiendo el cultivo de 

E. coli a dos diferentes concentraciones de IPTG durante intervalos de tiempo 

establecidos. Este ensayo mostró la inducción progresiva de una banda con un peso 

molecular de aproximadamente 42 KDa (esperado) iniciando desde el punto de 

medición de 0.5 horas y hasta el punto final de 5 horas, sin observarse diferencias 

significativas entre la inducción a cada concentración de IPTG. 
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Asimismo, la proteína recombinante His-CDK no resultó tóxica para la bacteria en 

ningún punto a lo largo del tiempo de inducción que se realizó, ya que los cultivos se 

mantuvieron en crecimiento a lo largo de los ensayos (Fig. 12). 

 

El peso molecular de 42 KDa concuerda con el calculado para His-CDK, pues TvCDK 

tendría un peso aproximado de 41.4 KDa lo que ascendería a un estimado de 42.8 KDa al 

añadir la secuencia amino anexada. 

 

 

 

 

 

Figura 11. Diagrama de la construcción del plásmido recombinante y secuenciación. Se 

generó un plásmido recombinante por clonación del marco abierto de lectura (ORF) del 

gen TvCDK en el vector pQE30. Este plásmido recombinante expresa a TvCDK con una 

cola de histidinas anexada en el extremo amino terminal. Arriba. En este diagrama se 

aprecian: codón de inicio de la traducción para la proteína recombinante; sección 

codificante para la cola de 6 histidinas; así como el inserto con extremos BamHI/PstI de 

TvCDK, que incluye al codón original de término de la traducción de TvCDK. Abajo. La 

secuencia de la clona fue corroborada por secuenciación, indicando que los nucleótidos 

codificadores para la metionina iniciadora de la proteína recombinante, las seis 

histidinas y la metionina iniciadora de la secuencia original de TvCDK se encuentran 

clonados en fase. 
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Figura 12. Geles de poliacrilamida con extractos proteicos totales de cultivos de E. coli 

con el plásmido recombinante para His-CDK. Arriba. Curva de inducción a concentración 

de 0.1 mM de IPTG. Abajo. Curva de inducción a concentración de 1 mM de IPTG. La 

banda que se intensifica a lo largo del tiempo de los ensayos es la correspondiente a His-

CDK con un peso estimado de 42 KDa. 

 

42 kDa 

40 kDa 

42 kDa 

40 kDa 
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5. Unión de TvCDK a p13suc+1 

 

De acuerdo a lo estudiado como mecanismos regulatorios de las proteínas Cdk, la unión 

a una molécula pequeña denominada Suc1 (Cks1 en S. cerevisiae) es importante para la 

correcta progresión del ciclo celular y específicamente, para la entrada a mitosis. Por 

esta razón, se ha descrito un método experimental que utiliza esta característica para 

determinar la funcionalidad de una proteína hipotética de tipo Cdk. 

 

El método experimental consiste en poner en interacción un extracto proteico total o un 

concentrado de proteína purificada y proteína p13suc+1 conjugada a agarosa. La 

suspensión resultante es centrifugada y sólo aquellas proteínas capaces de unirse a 

p13suc+1 son recuperadas. En este caso, se realizó este ensayo utilizando extractos 

proteicos totales procedentes de cultivos de E. coli transfectados con pTvCDK. Como 

control se utilizó un cultivo sin inducir con IPTG y como experimental un cultivo inducido 

por 0.1 mM de IPTG. Este ensayo reveló la unión de una proteína con un peso molecular 

de aproximadamente 42 kDa a la proteína p13suc+1 (Fig. 13). 

 

Para comprobar la identidad de la proteína que se une a p13suc+1 en este ensayo, se 

determinó la secuencia proteica de la banda de 42 kDa por medio de un análisis de 

espectrometría de masas elaborada en el Laboratorio a cargo del Dr. Guillermo 

Mendoza en la Facultad de Medicina. En este análisis la secuencia obtenida fue idéntica 

a la secuencia de la proteína de interés TvCDK. 

 

6. Análisis del genoma liberado por TIGR 

 

En Enero de 2007 The Institute for Genomic Research (TIGR), que ahora forma parte del 

J. Craig Venter Institute, publicó un borrador inicial del genoma de T. vaginalis54. Se 

realizó una búsqueda en este borrador a través de su sitio de Internet utilizando la 
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herramienta BLAST en su variante blastp (ver métodos) para determinar las secuencias 

contenidas en el genoma de T. vaginalis que representaran proteínas putativas con 

homología a TvCDK. 

 

Las secuencias de aminoácidos resultantes de esta búsqueda por blastp fueron 813, 

cuya similitud variaba significativamente entre sí. Por esta razón, se eligió a las primeras 

32 secuencias que mostraban valores de homología con una probabilidad hasta 1e-35 

(este parámetro indica la probabilidad de que la homología encontrada sea explicada 

por el azar, por lo que a menor valor el resultado se considera más significativo).  

 

De estas 32 secuencias, la primera (número identificador 88601.m00465) corresponde 

al fragmento genómico de TvCDK ya que muestra una identidad del 100%. La secuencia 

correspondiente a TvCDK y las 31 secuencias restantes fueron analizadas utilizando 

PROSITE (http://expasy.org/prosite/), una base de datos de dominios proteicos, sitios 

funcionales y motivos de aminoácidos que provee una herramienta de detección de 

motivos de proteínas. En estas secuencias se encontraron cuatro tipos de motivos: 

 

a) Dominio de unión a ATP de protein cinasas (Número de motivo PROSITE 

PS00107). 

b) Sitio activo de protein cinasas tipo serina/treonina (Número de motivo PROSITE 

PS00108). 

c) Sitio característico de MAP cinasas (Número de motivo PROSITE PS01351). 

d) Sitio característico de proteína ribosomal S2 (Número de motivo PROSITE 

PS00962). 

 

Se realizó una selección de aquellas secuencias proteicas que mostraran un patrón 

coincidente de los motivos a) y b) mostrados arriba, por ser éstos motivos encontrados 

comúnmente en las proteínas del tipo Cdk; también se consideró que las secuencias 
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Figura 13. Gel de poliacrilamida del ensayo de unión a proteína p13suc+1 conjugada a 

perlas de agarosa. El segundo carril muestra el extracto proteico total de un cultivo de E. 

coli transfectado con el plásmido recombinante para His-CDK e inducido con 0.1 mM de 

IPTG por 1 hora. El tercer carril corresponde al ensayo de unión utilizando un cultivo sin 

inducir con IPTG. El último carril muestra el ensayo de unión utilizando el cultivo 

inducido con IPTG; se resalta la banda de aproximadamente 42 kDa correspondiente a 

TvCDK y la banda que corresponde a p13suc+1. 
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Tabla 3. Selección de secuencias proteicas por los motivos conservados 

que se encontraron por medio del análisis con PROSITE 

 

 ID secuencia ATP S/T MAPK 
RIBO 

S2 
Selección 

1  88601.m00465 IGLGTYGKVYKCLD

IRKKQTVALK 

ILHRDLKPANLFI   
TvCDK 

2  89123.m00090 IGDGTYGSVQKCKD

ERTNEIVALK 

VVHRDLKPANMFI   
 

3  88200.m00230 IGKGTYATVSKCID

KATNKPVALKAIKK 

VIHRDLKPANLFI   
 

4  82761.m00463 VGKGAYGAVSKAKM

KGTNQIVALKKVSR

DQIAMK 

IYHRDIKPSNIYV 

 

  

 

5  92757.m00246  ILHRDLKPANLLV    

6  87854.m00199 

 

LGEGTYGVVFKAID

KRTNQVVALK 

IIHRDMKPQNLLI   

 

7  86244.m00029  IVHRDLKPANIFI    

8  87414.m00372  IVHRDLKPANIFV    

9  87835.m00290  IIHRDLKPSNIFV    

10  95940.m00220 LGEGTYGVVYRAVD

NRTGEIVALK 

IMHRDMKPQNLLI   
 

11  91895.m00068 IGTGTYGSVYKAVD

LDQKQIVALK 

FVHRDVKPANILI   
 

12  82761.m00542 LGEGTYGAVYKARN

KTTGEILAMK 

IIHRDMKPQNLLL   
 

13  97324.m00300 LGEGSYGVVYRATD

TRDKSTVALK 

IIHRDIKPDNLLL   
 

14  97466.m00043 IGVGAYGSVFKAFD

LETNEVVALK 

YAHRDLKSSNILI   
 

15  86498.m00569 IGKGSNSTVFKVIE

KRTKKVLALK 

VLHRDIKPENIMI   
 

16  85889.m00444 IGQGTYGVVYKAQN

TQNKEIVAIK 

IIHRDVKPQNILL   
 

17  82736.m00203 IGQGAYGSVYKALD

LLNNKIVALK 

FAHRDIKPANILL   
 

18  88273.m00284 LGAGTYGMVFKAKD

KTTGKIVAIK 

VIHRDIKPDNLLI   
 

19  87150.m00250 LGEGTYGSVFRATH

IPTDQPVVLK 

IVHRDIKPENILI   
 

20  81864.m00296 LGRGGFGIVYIAED

TVTKETLALK 

IMHRDIKPDNVLF   
 

21  84685.m00003      
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22  92043.m00144  YLHRDIKPENLLI    

23  84511.m00298 IGDGGFGVVTKMRN

IATGQIVAMK 

FFHRDLKPENVLF   
 

24  96281.m00300      

25  96252.m00271 IGKGTYGTVYSAIW

TSTNEVVAIKK 

IIHRDIKPQNLLI   
 

26  91562.m00103 LGEGSFSEVFKVKS

MKNQQFYAIK 

LFHRDIKPENCMI   
 

27  88914.m00152 VGKGAYGIVWRAQD

RVTGQLVALK 

VIHRDLKPSNMLI FQNVIDAQRTYREITLLRQLKSHPFIV

GLLQVHRAENDNDIYLAFEFMDTDVHT

VIHAGILLDVHQRYIFWQLLCALKFIH

SAGVIHRDLKPSNMLIKSDS 

 

 

28  94102.m00175 VGDGAFGTVLKCKN

RETGQLVAIKK 

   
 

29  108748.m00003 LGDGAFGVVTKCRD

KETGEIVAIKK 

  ASACIMA

ELYMG 
 

30  81864.m00329 IGKGAYGVVWRCIN

KQNGQVVALK 

VIHRDLKPSNLLI   
 

31  86673.m00415 IGKGAYGVVWKAMD

KVTHQMVALK 

LIHRDLKPSNLLI FRNSTDAQRTFREITFLRQLRGHPHIV

DLLAVYKAVNNLDLYVVFELLESDVHS

VIRANILMDVHKRFIVWQVLVALKYLH

SRRLIHRDLKPSNLLINSDS 

 

 

32  94734.m00162 IGQGAYGVVWRVLN

KQTQQVVALK 

IIHRDLKPSNLLI   
 

 

 

 

Tabla 3. Motivos presentes en las secuencias seleccionadas del genoma de TIGR. En esta 

tabla se muestran las 32 secuencias analizadas con PROSITE. En la columna ‘ID 

secuencia’ se muestra el número identificador de la secuencia de acuerdo a TIGR. En las 

columnas adyacentes se muestran las regiones que tienen homología a los motivos 

encontrados por PROSITE: ‘ATP’, homología con el motivo PS00107 de dominio de unión 

a ATP de protein cinasas; ‘S/T’, homología con el motivo PS00108 de sitio activo de 

protein cinasas tipo serina/treonina; ‘MAPK’, homología con el motivo PS01351 de sitio 

característico de MAP cinasas; y ‘RIBO S2’, homología con el motivo PS00962 de sitio 

característico de proteína ribosomal S2. La columna ‘Selección’ indica si esa secuencia 

fue seleccionada para los análisis in silico posteriores. 
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seleccionadas no contuvieran los motivos c) y d), por considerarse que dichos motivos 

son encontrados en proteínas de otros tipos no relacionadas con Cdk (Tabla 3).  

 

La selección final fue de 20 secuencias más la secuencia correspondiente a TvCDK. 

 

7. Método de análisis teórico 

 

Para analizar las secuencias seleccionadas por medio del análisis descrito arriba, se 

revisó la literatura en búsqueda de motivos proteicos que se encuentren conservados a 

través de la familia de proteínas de tipo Cdk y en los estudios de caracterización de los 

dominios necesarios para su funcionalidad, éstos últimos consisten en estudios de 

mutación dirigida y cuantificación de la unión de la proteína mutada a proteínas 

relevantes como ciclinas y p13suc+1. 

 

Se creó una tabla con la información y se le asignó un valor numérico a la presencia de 

los sitios incluidos en esa tabla, de acuerdo a la relevancia reportada en los artículos que 

se tomaron como base para la tabla. Esta tabla de valorización toma en cuenta además 

que los motivos hayan sido reportados como sitios característicos a través de los 

estudios de revisión de proteínas del tipo Cdk (Tabla 4). 

 

Como control positivo para comprobar la funcionalidad del método de valorización, se 

analizaron con éste secuencias correspondientes a proteínas Cdk que ya han sido 

reportadas en diversos organismos, obteniendo así un rango de valores de 51 a 72. 

Como control negativo se analizaron las secuencias de la proteína MAPK de ratón, la 

cual no tiene actividad alguna como Cdk (valor obtenido de 46) y la proteína CDK7 de 

humano, la cual no tiene una actividad en el ciclo celular, sino forma parte de un 

complejo proteico de la maquinaria transcripcional (valor obtenido de 43) (Tabla 5). 
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Con este método de valorización se analizaron las 21 secuencias resultantes de la 

selección explicada arriba. Es importante mencionar que el valor de los residuos 

presentes se contabilizó tomando en cuenta si el residuo era idéntico al reportado, en 

cuyo caso se contabilizaba con el valor mostrado en la tabla de valorización; o si el 

residuo era solamente conservado (presencia de residuos de aminoácidos con 

características bioquímicas similares), en cuyo caso se contabilizaba con la mitad del 

valor mostrado en la tabla de valorización (Tabla 6). 

 

Se realizó una segunda selección de secuencias, tomando sólo aquellas que mostraran 

un valor asignado mayor a 50 de acuerdo al método de valorización de motivos 

conservados. Adicionalmente, se eliminó de la selección a una de las secuencias que sí 

mostraban un valor mayor a 50 (número identificador 88273.m00284), debido a que 

ésta carecía de un sitio con similitud al motivo característico PSTAIRE. Esta selección 

consideró así a 7 secuencias además de la secuencia correspondiente a TvCDK. Un 

alineamiento de las 8 secuencias proteicas del genoma de T. vaginalis que fueron 

seleccionadas muestra las regiones encontradas de homología entre ellas (Fig. 14). 

 

Se encontró que los controles negativos mostraban algunos de los motivos conservados 

para protein cinasas, sin embargo, su puntuación es menor a 50 ya que carecen de los 

sitios característicos de una proteína del tipo Cdk. También se encontró que en todos los 

casos las secuencias de proteínas Cdk utilizadas como control positivo mostraban un 

valor mayor al umbral establecido de 50. 

 

8. Elaboración de modelos tridimensionales 

 

Como análisis complementarios a las secuencias seleccionadas del genoma de TIGR por 

medio de los análisis in silico descritos y el método teórico desarrollado de valorización 

de aminoácidos, se elaboraron modelos teóricos con el programa 3D PSSM Protein Fold 

Recognition (ver métodos) de la estructura terciaria que tendrían estas secuencias si se 



 
50 

comprobara su existencia a nivel proteico, similar al modelo desarrollado anteriormente 

para TvCDK usando como templado la proteína CDK2 de humano (Fig. 15). 

 

Con estos análisis, se pudo observar que la posible conformación que tendrían las 

proteínas seleccionadas sigue un patrón de plegamiento como el esperado para las 

proteínas tipo Cdk y que fue anteriormente detallado en el análisis a TvCDK. 
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                            1                                                                   70 

 82761.m00542_cyclin    (1) -------------MLSNYERLEKLGEGTYGAVYKARNKTTGEILAMKVIHLEQEEEGIPPTSVRENSILS 

85889.m00444_Protein    (1) ----------------MYTKLNRIGQGTYGVVYKAQNTQNKEIVAIKRIKFESQEEGIPSTAIREIALLK 

   87854.m00199_Cell    (1) ------------MSMLNYQKQEKLGEGTYGVVFKAIDKRTNQVVALKRIRLDQEEEGIPPTSIREISILK 

88273.m00284_Protein    (1) -----------MDPRLRYIKQEKLGAGTYGMVFKAKDKTTGKIVAIKEMILDQEEEGVSSTTMREISILK 

88601.m00465_Protein    (1) MDSSDDFSIETKDLSTLFTKVEKIGLGTYGKVYKCLDIRKKQTVALKKIKILKPNDGFPVNTVREIKCLK 

89123.m00090_Protein    (1) MNFNESHVELVNSITDHFKVIENIGDGTYGSVQKCKDERTNEIVALKKIKIINQNDGFPQNTIREVKLLK 

 95940.m00220_cyclin    (1) ------------MSLDNFTKKEKLGEGTYGVVYRAVDNRTGEIVALKQMRLEQEEEGIPVTALREIALMR 

97324.m00300_Protein    (1) ------------MSISLYEKQEKLGEGSYGVVYRATDTRDKSTVALKILKIDNLEDGVPSTLLREISILK 

                            71                                                                 140 

 82761.m00542_cyclin   (58) ELSHPNVVSVKEVINTP-----FSLILIMEYLDKDLKNYLATQHG-PINPMLIKSYAYQILAGLSYCHCQ 

85889.m00444_Protein   (55) ELKHPNIVQLYDVVHSQ-----HTLTLIFEYCDWDLRRYMQSKNN-MLSQEEIISFSYQLLRALEFIHSK 

   87854.m00199_Cell   (59) ELHHPNVVGLNEVINSQ-----GKLTLVFEYLEYDLKKFLDSQRV-PLKPDLIKSYTYQILAGLCYCHCH 

88273.m00284_Protein   (60) KMNHPNIVSLVDTYVQG-----TQLTIVLEYLDMNIRDYMKKP-V-KMDPKLVKSYAFQLLAGTYYLHTH 

88601.m00465_Protein   (71) ELKHDNIIRLRNVITLYKPNKPSTVWLSFDYCEFDLFGLLHKTDFPQLSTKQVLCYSRQLILAMLQCKQA 

89123.m00090_Protein   (71) QLRHDNIVLLKSVVHSKSD---QSIYLVFEYCYYDLDALIHMQ---DIPEATIKTIMRQLITVLCYLAVK 

 95940.m00220_cyclin   (59) NLNHQNIVALKDVISTK-----GALTMVSEYLEFDLRKYMDSTRT-GVHPALLKSYAFQLLCGICYLHSN 

97324.m00300_Protein   (59) TLNHINIIGLKDVCTSS-----LPIFLAFEYMDSDLRTLLNHIRR-PLKESIIKSYAFQLIAGINFIHSH 

                            141                                                                210 

 82761.m00542_cyclin  (122) GIIHRDMKPQNLLLNRGGFIKLCDFGLARPISLPMRAYTKDVITLWYRAPEILLDAPAYDLSVDVWSVGC 

85889.m00444_Protein  (119) YIIHRDVKPQNILLNRKGELKLADFGLARSTFIPVDSLSTEVITRWYRPPEILLGNQNYGFPVDVWSAGC 

   87854.m00199_Cell  (123) RIIHRDMKPQNLLINKLGLIKLADFGLARAFTIPLRNYTHEVITLWYRPPEILLGSKFYSLPVDIWSTGA 

88273.m00284_Protein  (123) RVIHRDIKPDNLLINHDGYLKICDFGLSRFFTIPIQQYTENIVTLWYRPPEILLHNPIYEISADIWSVGC 

88601.m00465_Protein  (141) EILHRDLKPANLFITRDNVLKIGDFGLARKFKSDDIKYTYNVITLYYRAPELILGCQNYQYEVDVWSVGC 

89123.m00090_Protein  (135) NVVHRDLKPANMFITKNNILKLGDFGLARELTNKGR-YSDSVITLWYRPPELFLGCHEYGPEVDIWSAAC 

 95940.m00220_cyclin  (123) RIMHRDMKPQNLLINKDGFLKICDFGLARTFTIPPRQYTHEVVTLWYRPVELLMNSPLYDISVDVWGTGC 

97324.m00300_Protein  (123) RIIHRDIKPDNLLLSKSGLLKICDFGMSRYFTVPMRPYTKGVVTLWYKAPELLVSTP-YDLSIDMWSVGC 

                            211                                                                280 

 82761.m00542_cyclin  (192) IIAEMMNRTPLFPGDS--EIDQLYTIFKILGTPTESEWPGVSQFPNYSAEFPKWLKL---DLSEKIQTND 

85889.m00444_Protein  (189) VIVEMITGQPLFQCAS--NEELMEKVTVLFGS--EAVERAFPEIKKQSDVLQPVGLQN-----IIPNTN- 

   87854.m00199_Cell  (193) IVAEMISRKPLFPGDS--EIDELFSIFKILGTPTEETWPGVTELPSYSSTFPKFRKR---NLADILPGAD 

88273.m00284_Protein  (193) VIAEIATKTPLFPGDS--ILDQIHRIFSVLGTPNEEMCKFFKDVKDELVIIPTYPPK---DLSDVIKVND 

88601.m00465_Protein  (211) ILYELCTNKYFFKAPIGKEIDQLTAIFKITGTPDNEEWPEFKELDKGGLFTQKIEGN----LLEYLEKTI 

89123.m00090_Protein  (204) ILYEMIAKQPLFAARE--NISQIHEIFKICGTPDDDDWPEWKQYDSNKAMLFTSAAKLPNRLKEHLKKHL 

 95940.m00220_cyclin  (193) IIAEMISGNPLFPGDS--EIDQLFKIFRVFGTPTEETWPGFTRLPGYQPTFPKFPEQ---NLAEVLHCNN 

97324.m00300_Protein  (192) IIYEMATGSPLFPGDG--HIDQLMKIISILGTPTEDAYPGFYNKVKNELGFDMPNVERVGLAREFGDKCD 

                            281                                                                350 

 82761.m00542_cyclin  (257) ----QLALDLISKMLQYDPVKRITAKDALDHPYFADLSQQIKDTCRPMEIDSIDA--------------- 

85889.m00444_Protein  (249) ----PELLQLVLALLEVDPSKRISAADSLKLPIFKNIQNQ------------------------------ 

   87854.m00199_Cell  (258) ----PLAIDLIEKMLIYDPAKRISAKDALDHPYFADLNPEIKAKCRPVEIEPVTE--------------- 

88273.m00284_Protein  (258) ----LSLIDLISKLINIDPCKRLTAREALHHPYFNDIPESMKSKFCPGEF-------------------- 

88601.m00465_Protein  (277) PPEFEGAADLISKMCRLTPSKRISMQEAFMHPFISRNGQPIEASQLPPISLMEMHQMQASAELGKNKKDK 

89123.m00090_Protein  (272) PPEQHDIIDLLLKMLRMNPKKRISAETAMNHPYFKKAGFEVDPRTLPELTLPEMHQLKIKEAKEQKRHHQ 

 95940.m00220_cyclin  (258) ----DLLVDLLKQLLEINPSKRISAMRALQHPFFADIPNKLISLCLPPGCSVYGK--------------- 

97324.m00300_Protein  (260) ----YAMIDLIEKVLVYDPAKRLSAKDALNHPYFNDISIDMRHACVGITNDD------------------ 

                            351        364 

 82761.m00542_cyclin  (308) -------------- 

85889.m00444_Protein  (285) -------------- 

   87854.m00199_Cell  (309) -------------- 

88273.m00284_Protein  (304) -------------- 

88601.m00465_Protein  (347) SAHDSPPRPEKAEI 

89123.m00090_Protein  (342) SPQKPHFEPLQY-- 

 95940.m00220_cyclin  (309) -------------- 

97324.m00300_Protein  (308) -------------- 

 

 

Figura 14. Alineamiento de la secuencia peptídica de TvCDK (secuencia 88601.m00465, 

se muestra subrayada y en negritas) y 7 secuencias peptídicas del genoma de TIGR 

seleccionadas por el método teórico desarrollado. El alineamiento fue generado por el 

programa AlignX (Invitrogen Corporation). El sombreado amarillo con letras rojas indica 

una identidad del 100%, el azul indica un cambio conservado y el verde una similitud de 

la región alineada. 
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Figura 15. Modelos proteicos de las secuencias seleccionadas del genoma de T. vaginalis 

por medio del método teórico desarrollado. También aparecen las estructuras de Cdc2 

de humano y el modelo para TvCDK. Se muestran el lóbulo N (violeta), el lóbulo C (azul), 

T-loop (amarillo), hélice PSTAIRE (rojo) y los equivalentes a los aminoácidos reguladores: 

T28, Y29 y T179 (morado, verde y naranja respectivamente). 
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IX. DISCUSIÓN 

 

El análisis de la secuencia nucleotídica del gen contenido en la clona genómica 

pgactin10 mostró elementos conservados que podrían ser funcionales para la 

transcripción de un RNA mensajero de aproximadamente 1.1 Kb (tomando en cuenta el 

tamaño desde el sitio +1 hasta alguno de los sitios posibles de corte del transcrito). 

 

Posteriormente, la existencia de este transcrito fue comprobada a través de un ensayo 

de northern blot, lo que indica que éste es un gen que se expresa a nivel de mRNA. 

Asimismo, por medio de un ensayo de Southern blot se observó que este gen no guarda 

amplias similitudes con otras regiones genómicas de T. vaginalis ya que se encontró una 

sola banda de aproximadamente 7.1 Kb, tamaño correspondiente a la clona genómica 

pgactin10. Estos hallazgos nos permiten pensar que el gen codificante para la proteína 

putativa TvCDK es un gen de copia única el cual se expresa a nivel transcripcional. 

 

Por medio del análisis de la secuencia peptídica de TvCDK con la herramienta BLAST de 

NCBI, se encontró una similitud con otras CDK de alrededor del 50%. Esto se considera 

un valor alto de homología ya que las protein cinasas de protozoarios generalmente son 

parecidas en un 40% a sus homólogas en otros organismos42. 

 

De acuerdo a los tres primeros análisis in silico que se describen en la sección 5 del 

apartado de resultados, se observó que la secuencia peptídica de TvCDK contenía 

múltiples motivos conservados que corresponden a una protein cinasa y 

específicamente, a proteínas del tipo Cdk; también, el modelo tridimensional mostró 

que esta proteína podría tener una conformación similar a la reportada para proteínas 

del tipo Cdk, conservación del plegamiento de hélices funcionales y posición equivalente 

de los aminoácidos involucrados en la regulación por fosforilación de proteínas del tipo 

Cdk. 
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Es importante remarcar que entre las estructuras en TvCDK que conservan una 

disposición estándar para proteínas del tipo Cdk, se encuentra la hélice PSTAIRE, que sin 

tener una identidad exacta con los aminoácidos consenso (el cambio es a la secuencia 

PVNTVRE), muestra un plegamiento hipotético que le brindaría la funcionalidad descrita 

para esta estructura. El motivo de 16 residuos que contiene a la hélice PSTAIRE, se 

considera característico de las proteínas de tipo Cdk y algunos estudios muestran que 

podría ser necesario para la unión a ciclinas 30. 

 

La secuencia peptídica de TvCDK posee extensiones de aminoácidos no relacionados a 

las proteínas de tipo Cdk convencionales en sus extremos amino y carboxilo terminales, 

lo que se ha documentado en diversas proteínas CRK de protozoarios como extensiones 

de las que se desconoce su función pero que no se ha observado que comprometan la 

funcionalidad de la proteína 42. Para el organismo C. fasciculata se ha descrito una CRK 

que contiene largas inserciones de aminoácidos, pero se postula que dado que esas 

inserciones ocurren entre dominios proteicos bien conservados para una protein cinasa, 

es poco probable que afecten la funcionalidad de una CRK43. 

 

La expresión de la proteína recombinante His-CDK es inducida por IPTG aún a bajas 

concentraciones, asimismo, la expresión de esta proteína recombinante no es tóxica 

para las bacterias transformadas ya que aún a un largo tiempo de inducción (5 horas), 

no se observaron cambios en la tasa de crecimiento de los cultivos. Por medio de 

electroforesis se encontró que His-CDK pesa un poco más de 40 kDa, lo que coincide con 

el peso esperado de acuerdo a los aminoácidos extra que se tuvieron que insertar para 

fusionar la cola de histidinas. 

 

El ensayo de unión a perlas de agarosa asociadas a la proteína p13suc+1 mostró que la 

proteína recombinante desarrollada es capaz de unirse a este ligando, lo que sugiere 

que TvCDK contiene las regiones necesarias para la unión de esta proteína reguladora y 

es capaz de obtener una conformación suficiente para esta unión. De acuerdo a los 
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análisis de mutación realizados por 30, la capacidad de unión a p13suc+1 es indicador de la 

funcionalidad de una proteína del tipo Cdk; por lo que este ensayo nos proporciona 

evidencia experimental indirecta de la posible funcionalidad de TvCDK. 

 

Con diversos análisis in silico y utilizando el método teórico desarrollado, se encontraron 

7 secuencias presentes en el genoma anotado de T. vaginalis que poseen motivos y 

residuos de aminoácidos conservados que sugieren su posible funcionalidad como una 

proteína tipo Cdk en este organismo. Asimismo, los modelos téoricos de la 

conformación que tendrían las proteínas derivadas de estas secuencias muestran una 

disposición similar a la que se detalló para el modelo tridimensional de TvCDK. 

 

El método teórico desarrollado para la valorización de los residuos de aminoácidos o 

motivos presentes en una secuencia peptídica determinada y su validación por medio 

de controles positivos y negativos nos muestra que este método es una aproximación 

que podría ser aplicada a gran escala para detectar proteínas en el genoma anotado de 

un organismo particular o ser utilizado en búsquedas metagenómicas de bases de datos 

con genomas anotados para diversos organismos. 

 

Adicionalmente, este método puede ser modificado para incorporar nuevos parámetros 

de análisis, según la identificación posterior de secuencias o motivos importantes para 

proteínas del tipo Cdk. 
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X. CONCLUSIONES 

 

1. La secuencia nucleotídica de pgactin10 contienes elementos específicos de un gen en 

la región descrita para TvCDK. 

2. El gen correspondiente a TvCDK se expresa a nivel de transcripción de RNA 

mensajero. 

3. La proteína recombinante desarrollada se expresa por medio de inducción por IPTG a 

bajas concentraciones. 

4. La proteína recombinante para TvCDK es capaz de unirse al ligando p13suc+1, que es un 

factor regulatorio de las proteínas del tipo Cdk.  

5. La secuencia peptídica de TvCDK muestra una alta homología a otras proteínas del 

tipo Cdk y conserva motivos necesarios para este tipo de proteínas. 

6. El modelo teórico de la estructura terciaria de TvCDK muestra una conformación 

similar a la reportada en cristales de proteínas del tipo Cdk cuya funcionalidad ha sido 

comprobada. 

7. El genoma de T. vaginalis contiene otras 7 secuencias además de TvCDK que podrían 

codificar para una proteína del tipo Cdk, de acuerdo a los análisis in silico realizados. 
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XI. PERSPECTIVAS 

 

Se propone realizar estudios para la caracterización y expresión de las 7 secuencias del 

genoma reportado por TIGR que se analizaron con estrategias in silico en este trabajo y 

que podrían tener relevancia en el ciclo celular de T. vaginalis. 

 

Además, se propone la purificación de la proteína recombinante TvCDK por 

cromatografía de afinidad en columnas de Ni-NTA para la realización de un ensayo de 

fosforilación de la histona H1 in vitro y la caracterización funcional de la misma a través 

de la producción de anticuerpos. 
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