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RESUMEN 

 

La neurocisticercosis es una enfermedad neurológica causada por la presencia de 

cisticercos de Taenia solium en el sistema nervioso central. En T. solium, ocurre un 

mecanismo alternativo en el procesamiento de algunos ARNm, denominado trans-

splicing, en el cual una pequeña molécula de ARN (Spliced Leader, SL) es añadida al 

extremo 5´ de una molécula de pre-ARNm, formando diferentes ARNm maduros que 

contienen un extremo 5´ común. El objetivo de este trabajó fue clonar y caracterizar 

moléculas de cisticercos de T. solium procesadas post-transcripcionalmente  mediante 

trans-splicing, para conocer sobre este mecanismo post-transcripcional en T. solium, 

cuáles moléculas lo llevan a cabo y la posible relación entre ellas y como podrían 

intervenir en la relación parásito-hospedador. Para ello, se realizó un cribado mediante 

PCR a partir de genotecas de expresión de cisticerco de T. solium utilizando como 

cebador directo SL y como reverso T7 que hibrida con la secuencia del vector posterior 

al sitio de policlonaje. Se obtuvieron diferentes ADNc, que fueron clonados en el 

plásmido pGEM-T-easy, secuenciados y analizados mediantes diversos programas 

bioinformáticos, además de ser comparados con las bases de datos existentes 

(GenBank/EMBL/DDBJ). Un total de 14 moléculas diferentes fueron obtenidas, las 

cuales muestran similitud con proteínas de parásitos cercanos evolutivamente, de 

diferentes especies de los géneros Taenia, Echinococcus, Hymenolepis y Schistosoma. 

Se obtuvieron transcriptos completos que codifican una variedad de proteínas que 

forman parte de la biología propia de organismos vivos como enzimas, transportadores, 

proteínas estructurales, etc. Todos estos resultados apoyan la hipótesis de que este 

mecanismo pudiese haberse originado de un ancestro común, además el análisis de las 

secuencias permitió describir las diferentes distancias existente entre la secuencia del 

cebador SL y el ATG de inicio, y conocer que aparentemente el proceso de trans-

splicing en T. solium no está asociado a genes específicos, ni a familias multigénicas, ni 

a localización subcelular, ni a estadios de vida específicos, tal y como ha sido 

reportados en otros platelmintos. 

Palabras clave: bioinformática, clonación, secuenciación, spliced leader, T. solium. 
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CLONING AND CHARACTERIZATION OF Taenia solium MOLECULES 

POST-TRANSCRIPTIONALLY PROCESSED BY TRANS-SPLICING 

 

ABSTRACT 

 

Neurocysticercosis is a neurological disease caused by the presence of cysticerci of 

Taenia solium in the central nervous system.  T. solium, an alternative mechanism 

occurs in the processing of some mRNAs, called trans-splicing, in which a small RNA 

molecule (Spliced Leader, SL) is added to the 5' end of one molecule of pre-mRNA, 

forming different mature mRNAs containing a common 5' end. The aim of this work 

was to clone and characterize molecules of cysticerci of T. solium processed post-

transcriptionally by trans-splicing, to know about this post-transcriptional mechanism in 

T. solium, which molecules carry it out and the possible relation between them and how 

they could intervene in the parasite-host relationship. For this purpose, a PCR screening 

was performed from T. solium cysticerco expression libraries using as a direct primer 

SL and as a reverse primer T7 which hybridizes to the sequence of the vector following 

the polyclination site different cDNAs, which were cloned into the pGEM-T-easy 

plasmid, were sequenced and analyzed through various bioinformatic programs, in 

addition to being compared with existing databases (GenBank / EMBL / DDBJ). A total 

of 14 different molecules were obtained, which show similarity to proteins of 

evolutionarily close parasites, of different species of the genus Taenia, Echinococcus, 

Hymenolepis and Schistosoma. Complete transcripts were obtained that encode a variety 

of proteins that are part of the proper biology of living organisms such as enzymes, 

transporters, structural proteins, etc. All these results support the hypothesis that this 

mechanism could have originated from a common ancestor, in addition the analysis of 

the sequences allowed to describe the different distances existing between the sequence 

of the primer SL and the ATG initiation, and to know that apparently the process of 

trans-splicing in T. solium is not associated to specific genes, nor to multigenic families, 

nor to subcellular localization, nor to specific stages of life, as it has been reported in 

other flatworms. 

Key words: bioinformatics, cloning, sequencing, spliced leader, T. solium. 
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CAPITULO I 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 La teniasis es una infección parasitaria intestinal producida por la fase adulta de 

Taenia saginata o Taenia solium en la cual el hombre es el único hospedador definitivo. 

La cisticercosis ocurre como consecuencia de la infección por el estado larvario del 

parásito (cisticerco o metacestode) en hospedadores intermediarios. El cisticerco de T. 

saginata (Cysticercus bovis) provoca la cisticercosis bovina y el cisticerco de T. solium 

(Cysticercus cellulosae) causa la cisticercosis porcina y humana, ya que el hombre 

también puede accidentalmente convertirse en hospedador intermediario de T. solium 

cuando ingiere accidentalmente los huevos (Botero y Restrepo, 2012). 

  

 Cuando los cisticercos invaden el Sistema Nervioso Central (SNC) del hombre 

produce una enfermedad denominada neurocisticercosis (NCC), que en la actualidad 

representa un serio problema de salud pública, no solo en países en desarrollo de 

América, África y Asia, sino también en los Estados Unidos de América y en algunas 

naciones europeas que, como España, han experimentado un movimiento migracional 

masivo de personas proveniente de áreas endémicas (Giménez–Roldán y col., 2003). En 

Venezuela, existen pocos datos sobre la prevalencia de la enfermedad; sin embargo los 

últimos datos publicados señalan que la transmisión se encuentra activa en algunas 

zonas rurales del país (Ferrer y col., 2002, 2003a, 2005; Cortez y col. 2010) 

 

 El diagnóstico de la Teniasis se realiza generalmente por métodos coprológicos, 

pero estas técnicas presentan baja sensibilidad y especificidad, ya que no siempre están 

presentes los huevos en el material fecal y son morfológicamente iguales en ambas 

especies (T. solium y T. saginata) por lo que no se puede realizar distinción a través de 

la observación de los huevos (Ferrer, 2006). Las técnicas de neuroimágenes, tales como 

Tomografía Axial Computarizada (TAC) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN), son 

útiles para el diagnóstico de neurocisticercosis, pero la infección puede pasar 

desapercibida cuando el número de cisticercos es bajo o las imágenes no son 

concluyentes. Por otro lado, estas técnicas son muy costosas y de difícil acceso en la 

mayoría de las áreas donde la cisticercosis es endémica (Del Brutto y col., 2001)
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 Las técnicas de inmunodiagnóstico incluyen la detección de antígenos circulantes 

del parásito y de anticuerpos anti-cisticerco tanto en suero como en líquido céfalo-

raquídeo (LCR) y resultan de gran utilidad para la identificación de cisticercosis (Del 

Brutto, 2005); sin embargo, estas pruebas carecen de la adecuada sensibilidad y 

especificidad debido a la gran reactividad cruzada con otras parasitosis (Gottstein y col., 

1987). Con base a esto se ha trabajado con antígenos purificados, como las 

glicoproteínas, exhibiendo muy buena sensibilidad y especificidad (Tsang y col., 1989), 

al igual que con los antígenos de excreción/secreción (E/S) de cisticercos de T. solium 

(Ng y Ko, 1994), pero la purificación de éstos antígenos requiere gran cantidad de 

material parasitario, de difícil obtención, y de equipos sofisticados y técnicas laboriosas, 

por lo que se ha recurrido a la tecnología de ADN recombinante para la clonación de las 

moléculas de interés diagnóstico (Ferrer, 2007). 

 

 En T. solium, al igual que en otros parásitos, ocurre un mecanismo alternativo en 

el procesamiento de algunos ARNm, denominado trans-splicing, en el cual una pequeña 

molécula de ARN conocida como Spliced Leader (SL) es añadida al extremo 5´ de una 

molécula de pre-ARNm, formando diferentes ARNm maduros que contienen un 

extremo 5´ común (Martínez-Calvillo y col., 2010). 

Debido a las limitaciones que presenta el diagnóstico, además del interés en el 

estudio de este mecanismo y de cuales moléculas lo poseen, en el presente trabajo se 

clonó y caracterizo moléculas que utilizan este procesamiento post-transcripcional 

mediante la búsqueda en una genoteca de expresión de T. solium empleando la Reacción 

en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés, Polymerase Chain 

Reaction), utilizando como cebador la secuencia Spliced Leader y una secuencia 

específica del vector, a fin de proporcionar mediante técnicas de ADN recombinante, 

moléculas nuevas; con potencial para ser empleadas como antígenos en ensayos 

inmunoenzimáticos o que provean información sobre moléculas desconocidas hasta 

ahora, involucradas en la relación parásito-hospedador. Otra posible utilidad, sería 

identificar probables blancos terapéuticos por estar involucrados en vías metabólicas 

claves para el parásito y diferentes a las del humano, en el cual no ocurre esta 

modificación post-transcripcional. Además, la clonación de estas moléculas puede 

contribuir al estudio sobre la identificación de las características en común que 

presentan los ARNm que utilizan esta modificación post-transcripcional. 
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1.2. OBJETIVOS 

1.2.1.  OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar moléculas de cisticercos de Taenia solium procesadas post-

transcripcionalmente  mediante  el mecanismo de Trans-Splicing. 

 

1.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Amplificar selectivamente ADN complementarios (ADNc) a partir de genotecas 

de expresión de cisticerco de T. solium, mediante PCR usando como cebador la 

secuencia Spliced leader. 

 

 Clonar las secuencias de ADNc amplificadas en la PCR-SL. 

 

 Obtener ADN plasmídico de alta pureza a partir de los clones aislados de la 

genoteca de expresión de cisticerco de T. solium mediante PCR-SL. 

  

 Secuenciar los ADNc de los clones purificados. 

 

 Analizar las secuencias obtenidas empleando métodos bioinformáticos. 

 

 Comparar las secuencias obtenidas con las depositadas en los bancos de datos 

(GenBank) de parásitos evolutivamente relacionados. 
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CAPITULO II 

2. MARCO TEORICO 

 

2.1. Definición de teniasis y cisticercosis 

  

La teniasis y la cisticercosis son patologías causadas por parásitos del Phylum 

Plathyhelminthes, clase Cestoidea, del género Taenia especies solium y saginata. El 

estadio adulto de estas especies son los responsables de la parasitosis intestinal en el 

hospedador definitivo (hombre) mientras que la forma larvaria ocasiona la cisticercosis 

en los hospedadores intermediarios (cerdo o ganado bovino). Un aspecto de suma 

importancia es que el hombre también puede comportarse como hospedador 

intermediario al ingerir por accidente, los huevos de Taenia solium en alimentos y aguas 

contaminadas; lo cual puede llegar a ocasionar una patología de mayor importancia 

médica si el cisticerco o metacestodes se ubica en el sistema nervioso central (SNC), 

conocida como neurocisticercosis (NCC) (Apt, 2013).  

 

 En estudios epidemiológicos realizados en el sureste de Asia se encontró una 

nueva Taenia infectando a aborígenes taiwaneses, por lo que fue llamada Taenia 

taiwanesa, ésta fue considerada por mucho tiempo Taenia saginata, pues era la especie 

predominante, pero fue Fan en 1988 quien notó pequeñas diferencias morfológicas y 

biológicas con respecto a T. saginata. Posteriormente, se conoció por análisis de 

variación de secuencias de los genes 28S ribosomales y Citocromo C Oxidasa I (COI) 

mitocondrial y por análisis de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) de 

secuencias provenientes de productos de PCR del espaciador intergénico 1 (ITS1, del 

inglés, Intergenic Transcribed Spacer) del ADN ribosomal (ADNr) y COI que T. 

asiática es genéticamente distinta pero estrechamente relacionada con T. saginata 

(Bowles y McManus, 1994). T. asiática es morfológica y molecularmente muy similar a 

T. saginata, por lo que algunos investigadores la proponen como subespecie de T. 

saginata (Fan y col., 1995; Loos-Frank, 2000) pero biológicamente utiliza, por lo 

general, al cerdo como hospedador intermediario y pocas veces al ganado bovino, por lo 

que algunos investigadores consideran que T. asiática debería ser una especie aparte (de 

Queiroz y Alkire, 1998; Hoberg y col., 2000, Hoberg, 2002), sin embargo, su 
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clasificación aún es incierta y se le denomina T. saginata asiatica. Ademas, no existe 

ningún estudio experimental que compruebe que T. asiática pueda causar cisticercosis 

en humanos (Galán-Puchades y Fuentes, 2000). 

 

2.2. Morfología de los ténidos 

  

Los vermes adultos de T. solium pueden medir de 4 a 6 m de longitud y de 6 a 12 

m los de T. saginata. Están conformados por tres regiones: 

 

 Escólex: es la porción anterior del parásito 

que le permite fijarse a la mucosa intestinal por 

medio de estructuras de fijación, las cuales en el 

caso de T. solium está formada por cuatro ventosas 

y un róstelo de doble corona de ganchos y de solo 

cuatro ventosas en T. saginata (Figura 1). 

 

 Cuello: es la región que continúa al escólex y 

su longitud depende de la edad del ténido, aquí 

ocurre el crecimiento del vermes ya que posee 

células germinales que originan continuamente 

proglótides, proceso conocido como estrobilación. 

 

 

 Estróbilo: también llamado cuerpo, está formado por segmentos o anillos 

llamados proglótides, las cuales son de tres tipos, con ubicación y características 

diferentes: Proglótides jóvenes, ubicadas cercana del cuello, son más anchas que largas 

y los órganos genitales están inmaduros, Proglótides maduros, se ubican en el medio 

del cuerpo, de forma más o menos cuadradas y presentan los órganos genitales maduros, 

con ovarios trilobulados en T. solium mientras que en T. saginata es bilobulado y 

Proglótides grávidos se encuentran en la parte posterior del cuerpo, con forma 

rectangular, los órganos genitales se encuentran atrofiados por el útero lleno de huevos. 

Se eliminan por las heces y permiten hacer la diferenciación de las especies. Las de T. 

solium son más pequeñas que las de T. saginata y presentan entre 5 y 13 ramificaciones 

uterinas, mientras que T. saginata más de 15 ramificaciones (Figura 2).  

A

B

 

Figura 1. (A) Escólex de T. solium 

 (B) Escólex de T. saginata  
Fuente: DPDx-imagen library 
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Los huevos de estos ténidos son liberados 

juntos con las heces al medio exterior, solos o 

dentro de las proglótides. Son pequeños (30 – 40 

μm), de forma esférica, de color caoba y formado 

por un contenido granuloso con tres pares de 

ganchos, que constituye el embrión hexacanto u 

oncósfera y una cáscara gruesa o embrióforo que 

rodea la oncósfera con un aspecto de corona 

radiada. Los huevos de ambos tenidos son 

morfológicamente indistinguibles; por lo que solo son llamados huevos de Taenia sp 

(Figura 3). 

  

 El cisticerco o metacestode constituye la fase 

larvaria de los tenidos en tejido. Son quistes con 

forma ovalada de color blanco transparente, lleno de 

líquido donde se encuentra el escólex invaginado 

(Rey, 1993; Botero y Restrepo, 2012) Figura 4. 

 

2.3. Metabolismo de los ténidos 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 2. Proglótides grávidas de (A) Taenia 

saginata (B) Taenia solium. Fuente: DPDx-

imagen library 

 

 

Figura 3. Huevo de Taenia sp 

Fuente: DPDx-imagen library 

 

Figura  4. Cisticercos de 

Taenia solium (Laclette y 
Willms; pagina web de 

UNAM)  
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Los ténidos al no poseer sistema digestivo deben tomar los nutrientes a partir del 

hospedador por medio de la absorción a través del tejido tegumentario que rodea toda la 

superficie de estos parásitos. La glucosa, principal fuente de energía de los ténidos, se 

absorbe y se almacena en forma de glucógeno principalmente en el escólex y cuello, 

aunque también se encuentra activa su absorción a lo largo de todo del tegumento 

estrobiliano. Las larvas por su parte toman los nutrientes del hospedador principalmente 

por medio del proceso de endocitosis (Willms y col., 2005). 

 

El metabolismo del estadio adulto es principalmente anaeróbico debido a la 

ubicación de estos en el intestino donde las concentraciones de oxígeno son bajas, a 

diferencia de las larvas que presentan un metabolismo principalmente aeróbico, por lo 

tanto, el metabolismo energético de los céstodes varia de acuerdo a la disponibilidad de 

oxigeno de su hábitat (Vinaud y col., 2007).  

 

En los casos de concentraciones bajas de glucosa, ya sea por la baja concentración 

en el hospedador o por acción de algunos fármacos antihelmínticos, los ténidos 

presentan rutas metabólicas alternas que permiten la supervivencia del parásito. 

Principalmente, se encuentra como fuente de energía alterna la proveniente de la 

oxidación de los ácidos grasos (Vinaud y col., 2009) y la obtenida de la oxidación de la 

molécula de fosfato de creatina con la subsecuente producción de creatinina. De igual 

modo, se ha descrito en el cisticerco la producción de urea, ruta importante en la 

eliminación de desechos tóxicos como el amoníaco (Fraga y col., 2012). 

 

2.4. Ciclo biológico 

 

El ciclo evolutivo de T. solium y T. saginata es heteroxeno, siendo los 

hospedadores intermediarios el cerdo y ganado bovino, respectivamente, y el 

hospedador definitivo el hombre. El estadio adulto habita en el intestino delgado 

(yeyuno) del hombre, allí se desprenden los proglótides grávidos repletos de huevos los 

cuales salen al medio exterior con las heces, contaminando de esta forma suelos, 

pastizales y aguas, de donde el cerdo y el ganado bovino se infecta al ingerirlos y una 

vez en el intestino eclosionan dejando libre al embrión hexacanto, que penetra la 

mucosa intestinal y alcanza la circulación, por la que son transportados a diferentes 

tejidos, entre ellos; músculos masticadores, lengua, corazón, ojos, diafragma, cerebro, 
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entre otros. En estos tejidos el embrión se invagina y forma la estructura conocida como 

Cysticercus cellulosae en el caso de T. solium y Cysticercus bovis en el caso de T. 

saginata.  El hombre al ingerir la carne del animal infectado con cisticercos viables 

adquiere teniasis pero también puede desarrollar cisticercosis; cuando ingiere huevos de 

T. solium de alimentos y aguas contaminadas o por autoinfección (Ferrer y Gárate, 

2014) (Figura 5).  

 

 

2.5. Patología y sintomatología de la cisticercosis 

  

La gravedad de la cisticercosis humana depende de la localización y número de 

cisticercos y de la respuesta inmunológica del hospedador. Cuando se ubica en el tejido 

subcutáneo o en el músculo esquelético, ocasiona nódulos que no provocan patología 

importante; cuando se encuentra en ojo y anexos puede llegar hasta la ceguera (Botero y 

Restrepo, 2012). Sin embargo, es en el SNC donde mayormente se ubica el cisticerco, 

causado NCC. Las principales manifestaciones clínicas de la NCC son convulsiones, 

pérdida de conciencia, parálisis, hipertensión intracraneana, cefalea, vómitos, ataques 

EE
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El embrión hexacanto

se libera atraviesa la 
pared intestinal por 

circulación llega a 
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Figura 5. Ciclo biológico de las especies del género Taenia. Fuente:CDC (www.dpd.cdc.gov/dpdx). 
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epilépticos, etc; llegando en algunos casos hasta la muerte (Wallin y Kurtzke y col., 

2004).  

 

2.6. Clasificación de neurocisticercosis 

La NCC ha sido clasificada en varias formas de acuerdo a la información obtenida 

con el uso de técnicas de neuroimágenes:   

Según la viabilidad del cisticerco: Se clasifica en NCC activa, cuando el metacestode 

está vivo; NCC transicional, cuando el metacestode está en vías de degeneración; NCC 

inactiva, cuando está calcificado y NCC mixta, cuando se encuentra una mezcla de los 

estados anteriores en un paciente (Del Brutto, 2005). 

Según la ubicación pueden ser: Parenquimal de tamaño pequeño y localización más 

frecuente; se ubican en el parénquima cerebral principalmente en la corteza cerebral y 

ganglios basales debido a la gran vascularización de estas áreas y Extraparenquimal que 

incluye espacio subaracnoideo principalmente ubicado en los surcos ventriculares o en 

las cisternas del LCR, sistema ventricular localizado de preferencia en el IV ventrículo o 

flotando libremente en las cavidades ventriculares y médula espinal o parénquima 

medular (Mao y col., 2015) (Figura 6).  

 

 

 

2.7.  Epidemiología 

 

La teniasis y la cisticercosis son endémicas en áreas rurales de muchos países de 

Latinoamérica, Asia y África donde las condiciones socioeconómicas y sanitarias no 

son adecuadas (Figura 7) (Sarti y col., 1997; García y col., 2001; Takayanagui y Leite 

2001; Ferrer y col., 2002, 2003a, 2005) y donde existen mayores factores de riesgos 
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Figura 5. Ciclo biológico de las especies del género Taenia. Tomado de documentos CDC 

(www.dpd.cdc.gov/dpdx) 

 

Figura 6. Diferente ubicación de cisticercos en el sistema nervioso central. (RMN) (A) 

Parenquimal (B) En el espacio subaracnoideo (C) En el sistema ventricular (D) En la médula 

espinal (Malagón Valdez, 2009). 

A B C D
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para contraer estas enfermedades. En una revisión publicada en un artículo en el 2015, 

tomando en cuenta 39.271 participantes, provenientes de 19 países de África, Asia y 

Latinoamérica se encontraron seroprevalencias de 17,4 %, 15,7 % y 13 % 

respectivamente, lo que demuestra la elevada distribución mundial de la enfermedad 

(Coral-Almeida y col., 2015). Además de los problemas de salud que ocasiona la 

cisticercosis, ésta provoca importantes pérdidas económicas en la industria porcina y 

bovina de estas regiones (González y col., 2003; Flisser y col., 2003).  

 

En varios países de Europa y en los Estados Unidos la cisticercosis se ha vuelto 

un problema de salud, debido a la creciente inmigración de personas provenientes de 

áreas endémicas, los cuales pueden llevar el parásito hasta nuevos lugares donde la 

enfermedad no existía o estaba controlada (Gimenez-Roldán y col., 2003; Schantz y 

Tsang, 2003; Zammarchi y col., 2013; Valadas y col., 2015, Bock y col., 2015).  

 

T. saginata asiática ha sido encontrada generalmente países asiáticos, tales como: 

Filipinas, Korea, China, Japón, Indonesia, Taiwán y Tailandia (Eom y col., 2009) y aun 

se investiga sobre la posibilidad de que cause cisticercosis humana (Galán-Puchades y 

Fuentes, 2000). 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima 50 millones de personas 

afectadas y más de 50.000 muertes al año debida a neurocisticercosis en el mundo 

(Figura 7) y es considerada la principal parasitosis del sistema nervioso central y la 

causa principal de epilepsia adquirida (Román y col., 2000).   El hecho de no ser 

obligatorio denunciar los casos de Teniasis/Cisticercosis en muchos países 

latinoamericanos, unido la escasa atención de la comunidad médica hacia esta 

parasitosis y la falta de disponibilidad de recursos diagnósticos en los servicios médicos 

rurales, origina un marcado sub-registro de casos. En la actualidad, la cisticercosis 

significa un serio obstáculo para el desarrollo socioeconómico y la calidad de vida en 

países endémicos por lo que ha sido incluida dentro de las Neglected Diseases. (OMS, 

2002, 2015, 2016).  
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En Venezuela se han realizado pocos estudios epidemiológicos que permitan 

conocer la prevalencia real de la enfermedad. Debido a los diferentes estudios de los 

diversos grupos de investigación en el área, se sabe que el binomio teniasis/cisticercosis 

se encuentra en varias comunidades (principalmente rurales) de los estados Lara, 

Cojedes, Carabobo, Yaracuy, Mérida, Táchira, Sucre, Amazonas, Zulia y Anzoátegui 

(Alarcón de Noya y Colmenares 2002; Ferrer y col., 2002, 2003a, 2005; Guzmán y col., 

2004; Meza y col., 2005; Villalobos-Perozo y col. 2007; Cortez y col., 2010; Freites y 

col., 2015; Toquero y col., 2016) con seroprevalencias que van desde 3,3 % hasta 79%  

indicando que estas áreas la transmisión se encuentra activa y probablemente en muchas 

otras comunidades del país, por lo que existe la necesidad de establecer programas tanto 

de diagnóstico, como control de estas enfermedades. 

 

2.8. Diagnóstico de cisticercosis  

  

2.8.1. Diagnóstico clínico-epidemiológico 

  En el diagnóstico de la cisticercosis hay que tener en cuenta la clínica del 

paciente y sus antecedentes epidemiológicos, sin embargo el diagnóstico clínico 

generalmente se ve limitado ya que los síntomas no son específicos. Los antecedentes 

epidemiológicos del paciente son importantes, sin embargo, no se descarta el riesgo de 

Figura 7. Endemicidad de T. solium en el mundo (OMS, 2015). 
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la enfermedad si el paciente no es de áreas endémicas ya que se ha demostrado la 

infección en personas que nunca han estado en estas zonas (Bock y col., 2015). 

2.8.2. Diagnóstico parasitológico 

 La demostración directa del parásito generalmente se realiza por hallazgos 

ocasionales en autopsias y por medio de biopsias, que es un procedimiento invasivo 

(Schantz y col., 1992). Los cisticercos localizados en el globo ocular pueden observarse 

mediante un examen oftalmológico; mientras que en el músculo esquelético y tejido 

subcutáneo puede identificarse por la palpación de los nódulos (Becerril, 2011). 

2.8.3. Diagnóstico por imágenes 

 Las técnicas de neuroimágenes como la tomografía axial computarizada (TAC) 

y la resonancia magnética nuclear (RMN) son las técnicas recomendadas, debido a que 

ofrecen gran información sobre el número, ubicación y estado de viabilidad de los 

cisticercos, y también sobre el grado de inflamación del área afectada. Sin embargo, las 

imágenes muchas veces no son concluyentes y la infección puede pasar desapercibida 

cuando el número de cisticercos es bajo. Por otro lado, la poca accesibilidad y el alto 

costo reducen su aplicación en zonas rurales, en donde por lo general, la cisticercosis es 

endémica (García y Del Brutto, 2003; Del Brutto, 2005). 

2.8.4. Diagnóstico inmunológico 

Los ensayos de inmunodiagnóstico han cobrado importancia, sobre todo en áreas 

endémicas donde las técnicas de neuroimágenes son generalmente inaccesibles. El 

avance en la producción de distintas técnicas inmunodiagnósticas ha contribuido 

enormemente a obtener resultados seroepidemológicos más confiable (Dorny y col., 

2003). Se han desarrollado diferentes ensayos basados en la captura de antígenos o en la 

detección de anticuerpos anti-cisticerco, en suero o en LCR (Larralde y col., 1990; 

Proaño-Narvaez y col., 2002). Una prueba de inmunodiagnóstico positiva puede 

confirmar una imagen sugestiva de neurocisticercosis, un caso sospechoso por 

sintomatología compatible o datos epidemiológicos que indique el contacto de la 

persona con el parásito (Del Brutto y col., 2001; Del Bruto, 2005). Entre las técnicas 

utilizadas se han descrito: 
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- Captura de antígeno circulante del parásito 

En 1989, Harrison y col. crearon una prueba de ELISA usando un anticuerpo 

monoclonal contra glicoproteínas de superficie y secreción de T. saginata. Esta técnica 

ha sido utilizada en estudios epidemiológicos en nuestro país (Ferrer y col., 2002, 

2003a). Igualmente se evaluó un anticuerpo monoclonal contra antígeno circulante 

(CAg) de T. solium, en un ensayo de ELISA y empleando LCR de pacientes con 

neurocisticercosis; obteniéndose buenos resultados. CAg no fue encontrado en las 

muestras de LCR de pacientes con cisticercos calcificados ni con otras enfermedades, 

permitiendo el diagnóstico de cisticercosis activa (Wang y col., 1992). También se 

evaluó la reactividad de un anticuerpo monoclonal contra el fluido vesicular de Taenia 

crassiceps, demostrando que existe reacción cruzada del anticuerpo contra antígenos de 

8-12, 14 y 18 kDa de T. solium (Espíndola y col., 2000). 

- Detección de anticuerpos anti-cisticerco 

 La detección de anticuerpos indica exposición a la infección y no necesariamente 

una infección activa, ya que los anticuerpos persisten por años luego que el parásito ha 

muerto. (Harrison y col., 1989; García y col., 1997). En zonas endémicas, la población 

puede mantenerse seropositiva por cierto tiempo y no presentar la enfermedad activa, 

por lo cual no se refleja en los ensayos inmunológicos basados en la captura de 

anticuerpos, la verdadera prevalencia de la enfermedad (García y col., 2001). 

Entre los antígenos más usados para el diagnóstico están el extracto crudo y 

fluido vesicular del parásito (Espinoza y col., 1986; Larralde y col., 1986), sin embargo, 

suelen presenta baja especificidad ya que existe reacción cruzada con otros helmintos 

(Echinococcus, Hymenolepis, Schistosoma y Filarias) y la sensibilidad depende del 

número de cisticercos presentes en el sistema nervioso de las personas; ya que se ha 

demostrado que la sensibilidad aumenta en sueros de personas con múltiples cisticercos 

en comparación con los sueros de pacientes con un único cisticerco en el SNC 

(Gottstein y col., 1987). Por ello, se ha buscado la purificación de antígenos específicos 

del parásito que puedan mejorar la especificidad diagnóstica; entre los que se les 

atribuye mejores resultados están: los antígenos de bajo peso molecular de cisticerco de 

Taenia solium, la molécula de Paramiosina, glicoproteínas y antígenos de E/S (Ferrer, 

2006).   
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En 1986 Flisser y col. demuestran que el antígeno B (AgB) de cisticerco de T. 

solium es el de mayor reconocimiento por sueros de pacientes con neurocisticercosis. 

Posteriormente Laclette y col., en 1991, demuestran que este AgB es homólogo con la 

proteína Paramiosina de Schistosoma mansoni, y además sueros preparados contra AgB 

reconocen epitopos en la proteína recombinante Paramiosina de S. mansoni. 

La Organización Panamericana de La Salud (OPS) recomienda como método 

inmunológico para el diagnóstico de neurocisticercosis el 

ensayo de EITB usando siete glicoproteínas de metacestodes de 

T. solium (GP50, GP42-39, GP24, GP21 GP18, GP14 y GP13) 

(Figura 8) purificadas por cromatografía de afinidad, con el 

ueso de estos, los ensayos obtuvieron 98% de sensibilidad y 

100% de especificidad y la sensibilidad no se vio afectada por 

la localización del cisticerco en el SNC (Tsang, y cols. 1989). 

Este ensayo ha sido muy usado por diferentes investigadores 

(Rodriguez-Canul y col., 1997; Restrepo y col., 2001; Gomes y 

col., 2007).  

Aunque se han desarrollados numerosos antígenos 

purificados, como los mencionados anteriormente, con muy 

buena especificidad, el proceso de purificación de estos 

requiere equipos sofisticados, técnicas laboriosas y una gran 

cantidad de material parasitario que es de difícil obtención. Por ello se han utilizado 

antígenos recombinantes para ser usados en ensayos inmunológicos(Ferrer, 2007). 

2.8.5. Diagnóstico por tecnología molecular 

- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

En el año 2006 Almeida y col., demuestran por primera vez que el ADN del 

parásito se puede encontrar en LCR y que se puede amplificar por PCR, empleando esta 

técnica para el diagnóstico molecular de neurocisticercosis. Posteriormente, se ha 

utilizado la técnica semi-nested PCR basada en la amplificación de la secuencia HDP2 

usando como muestra LCR, para el diagnóstico de neurocisticercosis (Hernández y col., 

2008). Ademas, la técnica de PCR en tiempo real ha permitido la confirmación y el 

 
 

Figura 8. 
Glicoproteínas de bajo 

peso molecular. 

 



 

15 

 

seguimiento de casos de neurocisticercosis (Yera y col., 2011). En un estudio 

comparando diferentes técnicas de diagnóstico empleando LCR, se encontró una mayor 

sensibilidad (95,9%) en la técnica de PCR basada en la amplificación de la secuencia 

repetitiva Tsol9 de T. solium (Michelet y col., 2011). 

- Antígenos recombinantes 

 Son proteínas que se han obtenido tras su expresión por técnicas de ingeniería 

genética en un organismo heterólogo. La obtención de proteínas recombinantes 

constituye uno de los pilares de la biotecnología ya que se pueden obtener proteínas 

biológicamente activas, incluso modificadas a voluntad y en cantidades suficientes para 

diferentes fines (Luque y Herráez, 2001). 

 En los últimos años se han caracterizado, expresado y evaluado diferentes 

antígenos recombinantes que han tenido muy buenos resultados tanto de sensibilidad 

como de especificidad, entre ellos los más importantes son los que pertenecen a una 

familia multigénica de antígenos de 8 kDa (Chung y col., 1999; Hubert y col., 1999; 

Greene y col., 2000; Sako y col., 2000, Ferrer y col., 2007). Estos antígenos presentan 

características en común que han permitido agruparlos; son antígenos de E/S, de bajo 

peso molecular (7 a 18 kDa) y la mayoría de ellos son glicoproteínas que presenta alta 

conservación de aminoácidos que define un dominio funcional, llamado antígenos de la 

familia Taeniidae (Hancock y col., 2003; Ferrer y col., 2007, 2009, 2012).  

- Péptidos sintéticos 

Son pequeñas proteínas de secuencia determinada que se producen in vitro. Su uso 

evitaría la necesidad de purificación de los antígenos recombinantes y puede asegurar la 

reproducibilidad de los ensayos. Greene y col. en 2000, sintetizaron dos péptidos con 

secuencia aminoacidica completa de las glicoproteínas de metacestodes de T. solium 

(TS14 y TS18) y los evaluaron en el inmunodiagnóstico, obteniendo una sensibilidad 

baja pero 100% de especificidad. Por otro lado en 2003, Hancock y col., sintetizaron 

químicamente nueve péptidos distintos y se utilizaron en ELISA para el 

inmunodiagnóstico de cisticercosis; uno de estos péptidos, TsRS1, mostró 100% de 

sensibilidad y especificidad cuando fueron probados con sueros de pacientes con 

cisticercosis, enfermedades diferentes e individuos sanos.  
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De igual modo, se evaluaron seis péptidos sintéticos de oncósfera de T. saginata 

encontrando tres (HP6-2, TEG-1 y Ts45S-10) con relevancia en el diagnóstico de 

cisticercosis bovina (Ferrer y col. 2003b). Fleury y col. en el mismo año, estudiaron 

cinco péptidos sintéticos (HP6-3, Ts45W-1, Ts4W-5, Ts45S-10, TEG-1) de oncósfera 

de T. saginata para el diagnóstico de NCC por la técnica de ELISA usando LCR, cuya 

sensibilidad (93%) y especificidad (85%) más alta fueron obtenidas con los péptidos 

HP6-2 y Ts45W-1, respectivamente. En 2005 fueron utilizados estos cincos péptidos en 

el diagnóstico de la enfermedad usando sueros de personas provenientes de tres zonas 

geográficas de Venezuela, encontrándose buena sensibilidad y especificidad, pero 

observándose la existencia de patrones de reconocimientos de algunos péptidos en las 

distintas zonas, por lo que se sugiere realizar un pool de péptidos (Ferrer y col., 2005).  

2.10. Vacunas en cisticercosis como medida de control 

Como medida de control de la teniasis/cisticercosis se ha propuesto el 

tratamiento en masa de las poblaciones humanas. Sin embargo, esta estrategia no 

controla la fuente de las infecciones de tenia, la cisticercosis en los cerdos, y la 

transmisión del parásito puede continuar debido a la cobertura incompleta del 

tratamiento o a la migración de los portadores fuera de las zonas de control. Por ello, se 

han desarrollado posibles vacunas contra la cisticercosis en el ganado ovino, bovino y 

porcino y se ha propuesto una nueva estrategia para la erradicación de T. solium, basada 

principalmente en un enfoque combinado de la quimioterapia de los portadores de 

Taenia y la vacunación de los cerdos en riesgo de infección (Lightowlers, 1999). Se han 

empleado como vacunas extractos crudos y antígenos purificados, pero debido a la 

dificultad en la obtención del material parasitario, se han probado vacunas 

recombinantes, péptidos sintéticos y vacunas de ADN. 

La primera vacuna recombinante antiparasitaria efectiva fue desarrollada en el 

modelo oveja/T. ovis a través de la clonación de un gen, 45W, de una genoteca de 

expresión de oncosferas del parásito. El antígeno 45W mostró poseer propiedades 

protectoras (94%) en ensayos con ovejas (Johnson y col., 1989). En 1996, mediante 

cribado de una genoteca de expresión de oncosferas de T. ovis con suero de ovejas 

inmunizadas con antígenos de 16 y 18 kDa, se aislaron dos antígenos recombinantes 

(16k y 18k) que también fueron utilizados en ensayos de vacunación en ovinos. Estos 

antígenos indujeron alto nivel de inmunidad en los animales tratados (Harrison y col., 
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1996). Por otra parte con el fin de desarrollar una vacuna similar a 45W contra la 

cisticercosis bovina, se clonaron dos ADNc de oncosferas de T. saginata (TSA-9, TSA-

18). Estos dos genes codifican proteínas que presentan similitud con 45W (Johnson y 

col., 1989), 18k (Harrison y col., 1996) y HP6 (Benítez y col., 1996). 

Estudios con la molécula HP6 de T. saginata que tiene homología con las 

moléculas 45W y TSA-18 utilizadas en ensayos de protección, demostraron que se 

trataba de una molécula de adhesión presente en la superficie y secreciones de 

oncosferas activadas del parásito (Bonay y col., 2002). Por otro lado, un estudio con la 

molécula HP6 de T. saginata demostró protección completa ante una infección 

experimental en bovinos (Harrison y col., 2005). Posteriormente, se obtuvo el homólogo 

en T. solium (Tsol18/HP6-Tsol), demostrando que compartía las mismas propiedades de 

HP6 (Parkhouse y col., 2008). En otro trabajo, evaluo la eficacia de dos antígenos 

recombinantes de oncosferas de T. solium (Tsol18 y Tsol45-1A), donde obtuvieron 

100% de protección con ambos antígenos en 3 protocolos de vacunación independientes 

llevados a cabo en México y Camerún (Flisser y col., 2004). Además TSOL16, 

TSOL45-1A y TSOL45-1B fueron utilizados en inmunización de cerdos, obteniéndose 

con TSOL16 alto grado de protección (Gauci y col., 2013). 

 

Se han realizado también varios estudios de protección utilizando péptidos 

sintéticos. En el modelo T. ovis/oveja (45WNT y 45WCT) (Dadley-Moore y col., 1999), 

en el modelo T. crassiceps/ratón (KETc1, KETc12 y KETc7, GK1, GK2 y GK3) 

(Toledo y col., 1999; Manoutcharian y col., 2004) obteniendo buenos resultados con los 

péptidos individuales o en combinaciones. Varios trabajos han demostrado que la 

combinación de péptidos GK1, KETc1 y KETc12, llamada S3Pvac no solo protege 

efectivamente contra la cisticercosis porcina, sino que también posee capacidad 

terapéutica reduciendo la carga parasitaria y la viabilidad de los cisticercos. Además, 

variaciones de S3Pvac se han evaluado en otros modelos demostrando protección (de 

Aluja y col., 2005; Sciutto y col., 2013). 

Igualmente, se ha probado el uso de vacunas de ADN como alternativa para la 

inducción de inmunidad en diversos organismos. En cisticercosis, en 1998, Rosas y col, 

realizaron experimentos de vacunación en el modelo ratón/T. crassiceps con el ADNc 

de KETc7 en pcDNA3 y confirmaron que la inmunización confería protección. 
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Posteriormente, se llevaron a cabo experimentos de vacunación con los ADNc de los 

genes 45W, 18K y 16K de T. ovis, Tsol18 y paramiosina provocando porcentajes de 

protección importantes en los diferentes modelos evaluados (Drew y col, 2000; Guo y 

col., 2007; Wang y col., 2015). 

Todos estos trabajos señalan que se han identificado un grupo de moléculas con 

capacidades protectoras presentes en las diferentes especies de Taenia, lo cual evidencia 

la posibilidad del uso de vacunas para el control del binomio Teniasis/Cisticercosis a 

corto plazo. 

2.11. Mecanismos post-transcripcionales en Taenia sp. 

 Para la maduración de los preARNm de una célula eucariota se requieren varias 

modificaciones post-transcripcionales, entre las que se encuentra el mecanismo de cis-

splicing o comúnmente llamado corte y empalme, donde son eliminados los intrones y 

unidos los exones. En este mecanismo intervienen ribonucleoproteinas pequeñas 

nucleares (RNPsn, ribonucleoproteins small nuclear) (U1, U2, U4, U5 y U6), factores 

de empalme y una sola molécula de ARN, la cual va a sufrir la modificación. Sin 

embargo hace mas de 20 años se descubre un nuevo mecanismo de splicing en parásitos 

del género tripanosomas (Lenardo y col., 1985) y posteriormente en nematodes 

(Bektesh y Hirsh, 1988) trematodes (Rajkovic y col., 1990) y cestodes (Brehm y col., 

2000) que coexiste con el cis-splicing en los organismos capaces de llevarlo a cabo, este 

mecanismo recibe el nombre de trans-splicing.  

 El trans-splicing es un mecanismo de procesamiento de algunos ARNm durante 

el cual una pequeña molécula de ARN (39-41 nt) conocida como spliced leader (SL) o 

mini-exón es añadido al extremo 5` de una molécula de preARNm, formando diferentes 

ARNm maduros que contiene un extremo 5`común. En el proceso de trans-splicing 

ocurren dos reacciones de trans-esterificación, similar al cis-splicing pero que se lleva a 

cabo entre dos moléculas distintas de ARN y que genera una estructura intermediaria en 

forma de Y en lugar de un bucle donde se elimina una secuencia del ARNm llamada 

outrón (Martínez-Calvillo y col., 2010). 

  Para que ocurra el proceso de trans-splicing debe producirse el ensamblaje del 

ayustosoma, donde participan RNPsn, factores de empalme, el pre-ARNm y el ARN-
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SL, este conjunto de moléculas reconocen secuencias altamente conservadas que 

reciben el nombre de tracto de polipirimidina, punto de ramificación, sitio de empalme 

3`AG (localizados en el pre-ARNm) y sitio de empalme 5`GU (ubicado en el ARN-SL) 

(Figura 9) (Liang y col., 2003).   

 

 

 

  

A pesar de la falta de similitud de secuencia, el SL-ARN de diferentes organismos 

exhiben una similitud impresionante en la estructura secundaria de pequeños ARN 

nucleares, que son componentes del spliceosoma y participar activamente en todos los 

mecanismos de empalmes (Hastings, 2005). Entonces, en todos los casos descritos hasta 

ahora la molécula donadora del SL es un ARNsn con estructura similar al U1 ARNsn 

convencional de un empalme cis; tiene una estructura secundaria caracterizada por tres 

tallos-asas separadas por regiones de cadena sencilla. A pesar que esta estructura se ha 

conservado a lo largo de la evolución, la secuencia y el tamaño varía de una especie a 

Figura 9. Mecanismo de trans-splicing. La reacción requiere la mayoría de los componentes del 

ayustosoma y ocurre en 2 pasos. El sitio de empalme 5` en ARN SL (5`SE), el sitio de empalme 3` en el 

ARNm aceptor (3`SE) y el punto de ramificación (PR) se indican con flechas. PR, punto de ramificación; 

Py, tracto de polipirimidina; pA, sitio de poliadenilación; hexágono blanco, estructura  de caperuza 5` 

(Liang y col. 2003). 
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otra. Una característica común en todos los SL es la presencia del casquete 7-

metilguanosina en el extremo 5`de la molécula (Liang y col., 2003). 

 En el año 2002, Brehm y col. identificaron y caracterizaron el gen SL de 

cisticerco de Taenia solium mediante una PCR utilizando cebadores degenerados 

dirigidos contra secuencias conservadas y previamente caracterizadas 5` y 3` SL-ARNs 

de Echinococcus y trematodes, de esta forma se logró conocer la existencia y la 

secuencia de mini-exón de cisticercos de T. solium. 

 
Dicho mecanismo puede ser de gran provecho para ser empleado como una 

estrategia de cribado de moléculas de ADNc completas (desde el extremo 5`SL hasta el 

extremo 3`poliA) mediante PCR, utilizando genotecas de expresión como ADN molde 

y la clonación posterior de los genes amplificados. Estos genes podrían ser utilizados 

para estudios mediante secuenciación, que permitan la caracterización de los genes y 

estudios de homologías entre especies, identificación de mutaciones, entre otros. De 

igual forma, se podrían utilizar para otros objetivos, tales como; expresión de proteínas 

recombinantes con diferentes finalidades, para diagnóstico, protección, estudios de 

blancos terapéuticos, estudios inmunológicos, entre otros.  

 

Es de resaltar que el uso de este mecanismo para fines de aislamiento de 

moléculas de genotecas proporciona grandes ventajas al permitir la obtención de 

moléculas completas de forma rápida y sencilla, ya que los métodos de cribado 

convencional son largos, complejos y laboriosos y se pueden obtener moléculas 

truncadas.  
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CAPITULO III 

 

MATERIALES Y METODOS 

 

 

3.1. Material biológico 

 

3.1.1. Genoteca de expresión 

 

- Genoteca de expresión de metacestode de T. solium 

Se trabajó con una genoteca de expresión de metacestodes de T. solium construida en el 

vector Uni-ZAP XR
®
 (Stratagene) mediante clonación dirigida EcoRI (extremo 5´) y 

XhoI (extremo 3`). Según los tamaños de los ADNc clonados, se utilizaron dos 

genotecas amplificadas con el siguiente título (ufp, unidad formadora de placa): 

Genoteca de ADNc H: 2,35 x 10
10 

ufp/ml (ADNc grandes) 

Genoteca de ADNc M: 2,01 x10
10

 
 
ufp/ml (ADNc medios) 

 

3.1.2. Vectores de clonación 

 

3.1.2.1. Fagos 

-Uni-λZAP
®

 XR (Stratagene): es el vector empleado en la construcción de las genotecas 

de expresión de metacestodes de T. solium. Con este vector se puede clonar fragmentos 

entre 0,1 y 10 Kb. El fago Uni-λZAP
®
 XR se utilizó para la clonación dirigida 

EcoRI/XhoI de los ADNc de metacestodes de T. solium. 

 

3.1.2.2. Plásmidos 

-pGEM
®

-T-Easy (Promega): Es un vector diseñado para el clonaje directo de productos 

de PCR purificados. Contiene los promotores T7 y SP6, limitando la región de 

policlonaje. Tiene un tamaño de aproximado de 3015 Kb y como marcador el gen de 

resistencia a ampicilina. Permite la selección de los clones recombinantes mediante la 

actividad de la β–galactosidasa.  

 

3.1.3. Cepas bacterianas 

-E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene): Esta cepa se utilizó para la propagación y 

mantenimiento de todos los plásmidos recombinantes.  
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3.2. Medios de cultivos y soluciones 

 

3.2.1. Medios de cultivo de bacterias y células 

 El medio utilizado para el cultivo de las bacterias fue LB (Luria Bertani) 

(Sambrook y Russel, 2001). En el caso de bacterias transformadas se le añadió el 

antibiótico de selección adecuado.  

- Medio LB líquido: 10g/l triptona, 5g/L extracto de levadura, 5g/l NaCl, pH 7,5 

(Sambrook y Russel, 2001). 

- Medio LB sólido: la misma composición del medio LB líquido suplementado con  15 

g/Lde agar (Sambrook y Russel, 2001). 

3.2.2. Soluciones y tampones 

- TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8 (Sambrook y Russel, 2001). 

- TE: Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1mM pH8 (Sambrook y Russel, 2001). 

- Tampón de carga 10X: glicerol 5%, azul bromofenol 0,42% y xileno-cianol 0,42% 

(Sambrook y Russel, 2001). 

- Solución de lisis I: ARNasa A 40 μg/ml, EDTA 10mM, Tris HCl 50 mM, pH 8. 

- Solución de lisis II: NaOH 200 mM, SDS 1%. 

- Solución de Neutralización: acetato de potasio 3M, pH 5. 

- Tampón de desfosforilación: Tris-HCl 50mM pH 9,3; MgCl2 1mM, ZnCl2 1mM y 

Espermidina 1 mM. 

- Tampón de ligación: Tris-HCl 30 mM pH 7,8; MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, 

Polientilenglicol 5%y ATP 1 mM. 

  

3.3. MÉTODOS 

 

3.3.1. Cribado de las genotecas de expresión de cisticerco de Taenia solium 

mediante “Reacción en cadena de la Polimerasa” (PCR)  

 En un ensayo de PCR se utilizó como cebador directo SL-D, específico del SL de 

T. solium diseñado previamente por Brehm y col. en el 2002 y como cebador reverso T7 

específico del vector Uni-λZAP
®
 XR (Tabla 1, Figura 10) y se utilizó como ADN 

molde diluciones de las genotecas de expresión de cisticercos de T. solium (Ferrer, 

2003). Las reacciones de amplificación se realizaron en las siguientes condiciones: 

MgCl2 (1,5 mM), desoxinucleótido trifosfato (dNTPs) (0,2 mM), cebadores (0,5 μM), 

Taq Polimerasa Promega
®
 1U, incubados en Tris-HCl 50 mM, NaCl 50 mM pH 9,0. 
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Como control positivo se utilizó la molécula M21a que contiene la secuencia SL 

(GenBank: AM412593.1) y como control negativo agua desionizada estéril. Las 

amplificaciones se realizaron en un termociclador (C1000, Bio-Rad) utilizando el 

siguiente programa: desnaturalización inicial a 94ºC por 10 minutos, 30 ciclos de 

desnaturalización a 94ºC por 30 segundos, hibridación a 52ºC por 30 segundos, 

extensión a 72ºC por 5 minutos y extensión final a 72ºC por 10 minutos. 

  

Tabla 1. Cebadores utilizados en el cribado de las genotecas de expresión por PCR 

Cebador Secuencia Tamaño Tm 

SL-D 5´-GGTCCCTTACCTTGCAATTTTGT-3´ 23 nt 65,7ºC 

T7 5´-GTAATACGACTCACTATAGGG-3´ 21 nt 52,0 ºC 

 

 

 

Figura 10. Representación de la ubicación de los cebadores TSSL-DW2 y T7 en el vector Uni-ZAP XR® 

 

 Posteriormente los productos de PCR se fraccionaron en un gel de agarosa al 1% 

en tampón TAE y fueron teñidos con bromuro de etidio (0,1 ug/ml) (Ogden y Adams, 

1987) para luego ser visualizados por el equipo de fotodocumentación Gel Doc 1000 de 

Bio-Rad
®

.  

 

3.3.2. Extracción y purificación de los productos de la PCR         

 El conjunto de bandas que se observaron producto de la PCR en el gel de agarosa 

fueron cortadas con ayuda de un trans-iluminador y un bisturí estéril en tres fracciones: 

fracción 1 (F1) las moléculas más grandes, fracción 2 (F2) las moléculas de tamaño 

mediano y fracción 3 (F3) las de tamaño pequeño. Luego fueron  purificadas utilizando 

el estuche comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) según las 

instrucciones del fabricante. Después el ADN eluído y solubilizado en 25 μL de agua 

libre de nucleasas, fue congelado a -20ºC, para su posterior ligación en el plásmido de 

mantenimiento.  
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3.3.3. Preparación de células competentes  

 Se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Sambrook y Russel (2001). A 

partir de las placas de LB agar/antibiotico de E. coli de la cepa XL1-Blue MRF’ 

(Stratagene), se cultivó una colonia en 50 ml de LB, a 37ºC y 200 rpm, hasta una 

OD600nm de 0,5-0,7. Después se centrifugaron las células por 15 minutos a 3000 rpm a 

4ºC, y se resuspendió el sedimento en 10 ml de CaCl2 100 mM a 4ºC. Se centrifugaron 

por 15 minutos a 3000 rpm a 4ºC y se resuspendieron en 4 ml de solución CaCl2 100 

mM más glicerol 15% a 4ºC. Finalmente se colocaron 200 μl de células competentes en 

microtubos y se congelaron rápidamente a -80ºC, hasta su uso. 

 

3.3.4. Ligación de los productos de PCR en el plásmido de mantenimiento pGEM
®
-

T-Easy 

 El vector pGEM
®

-T-Easy (Promega) permite la subclonación directa de los 

productos de PCR. Cada una de las tres fracciones de los productos de PCR una vez 

purificados se ligaron con el vector en la proporción 1:3 (vector:inserto) con una unidad 

de T4 ADN ligasa (Promega), bajo un tampón adecuado y siguiendo el protocolo 

descrito por el fabricante, durante toda la noche a 4ºC. Después las células XL1-Blue 

MRF` fueron transformadas con la mezcla de ligación.  

  

 

 

 

 

  A        A 

 

 

Figura 11. (A) representación esquemática del vector de mantenimiento pGEM®-T-Easy, donde se observa los 
cebadores T7 y SP6 delimitando la región de policlonaje, el gen de resistencia a ampicilina, el operón LacZ y el 
origen de la replicación. (B) Esquema de la ligación de los productos de PCR en el vector pGEM®-T Easy (manual de 
técnica Promega Nº042). 

 

 

3.3.5. Transformación de las células competentes E. coli XL1 Blue MRF´ 

 Se descongelaron las células competentes y se colocaron 100 μl de las células en 

cada tubo de 15 ml, se añadieron los 10 l de cada mezcla de ligación a las diferentes 

alícuotas de células competentes y se incubó en hielo por 30 minutos. Después se 

incubaron en baño de María a 42 ºC, durante 60 segundos, y posteriormente en hielo 

 
B 
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durante 2 minutos. Luego se añadieron 900 μl de medio LB precalentado a 42ºC, y se 

incubó durante 1 hora a 37ºC con agitación (200 rpm) (Sambrook y Russel, 2001).  

 

3.3.6. Selección de las células transformadas 

 Las células transformadas fueron seleccionadas luego de agregar entre 100-300 μl 

del cultivo sobre una placa de agar LB/ampicilina (100μg/ml) como indicador de 

transformación, mas isopropil-β-D-tiogalactósido (IPTG, 40 mM) y  5-bromo-4-cloro-

3-indolil-β-D-galactopiranósido (X-Gal, 8 mg/ml) como indicador de recombinación 

por la identificación fenotípica de colonias blanco/azul, y se mantuvo a 37ºC por toda la 

noche (Sambrook y Russel, 2001).  

 

3.3.7. PCR de colonias para verificar los fragmentos clonados y estimar el tamaño 

de los mismos  

 Para verificar los fragmentos clonados en pGEM
®

-T-Easy se realizó una PCR de 

colonias empleando los cebadores específicos del vector SP6 y T7 (Tabla 2). Las 

reacciones de amplificación se realizaron bajo las siguientes condiciones: MgCl2 (1,5 

mM), dNTPs (0,2 mM), cebadores (0,25 μM) y Taq Polimerasa Promega
®
 1U, luego se 

sumergió aproximadamente 10 veces una punta estéril con el contenido de la colonia 

blanca seleccionada como ADN molde en la mezcla de reacción (Sheu y col., 2000). 

Posteriormente, esta misma punta se utilizó para sembrar las bacterias de cada colonia 

en placas Master de agar LB/ampicilina (100μg/ml), para el mantenimiento de las 

mismas. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador (C1000, Bio-Rad
®
) 

utilizando el siguiente programa: desnaturalización inicial a 94ºC por 5 minutos, 30 

ciclos de desnaturalización a 94ºC por 30 segundos, hibridación a 50ºC por 30 

segundos, extensión a 72ºC por 2 minutos, y una extensión final a 72ºC por 7 minutos.

  

Tabla 2. Cebadores utilizados en la PCR de colonias. 

Cebador Secuencia Tamaño Tm 

T7-D 5´-TAATACGACTCACTATAGGG-3´ 20 nt 50,8 ºC 

SP6-R 5´-GATTTAGGTGACACTATAG-3´ 19 nt 45,3 ºC 

  

Posteriormente los productos de PCR se fraccionaron en un gel de agarosa al 1% 

teñido con bromuro de etidio (0,1 ug/ml) para luego ser visualizados por medio de un 

por el sistema de fotodocumentación Gel Doc 1000 de Bio-Rad
®
.  
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3.3.8. Extracción y purificación de los plásmidos recombinantes 

 Para la extracción del ADN plasmídico, se realizó el protocolo de lisis alcalina 

“minipreparación” descrito por Sambrook y Russel en 2001, con algunas 

modificaciones realizadas en el laboratorio. Las colonias donde hubo amplificación de 

bandas en la PCR, se inocularon en 5 ml de medio LB/Ampicilina a 37°C durante toda 

la noche. Antes de hacer la extracción de ADN plasmídico, se tomaron 800 μl de cada 

uno de los cultivos para criopreservar las bacterias con 200 μl de glicerol estéril 

(proporción 1:5) y se congelaron a -80°C. El resto de cultivo se utilizó para concentrar 

las células por centrifugación y posteriormente realizar la lisis alcalina. 

  

 Los 4,2 ml restantes del cultivo se centrifugaron y el sedimento bacteriano se 

resuspendió en 200 μl de solución de lisis I, luego se añadieron 250 μl de solución de 

lisis II se mezcló y se incubó por 3 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se 

añadieron 200 μl se solución de neutralización, se mezcló e incubó en hielo por 5 

minutos, transcurrido el tiempo se centrifugó a 14.000 rpm y se separó el sobrenadante, 

al cual se colocó ARNasa A (40 μg/ml) y se incubó 30 min a 37°C. Posteriormente, se 

añadieron 500 μl de mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamílico en proporción 25/24/1 

respectivamente, se agitó fuertemente durante 1 minuto y se centrifugó por 3 minutos a 

14.000 rpm. Luego, se separó la fase acuosa y se añadió 1 ml de etanol absoluto frío 

para la precipitación del plásmido y se dejó incubando a -20ºC por lo menos 30 minutos 

para luego centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm. Posteriormente, se lavó el 

precipitado con 1 ml de etanol 70% y se centrifugó nuevamente y se secó el precipitado 

en el Speed Vac. Para finalizar el precipitado se resuspendió en 25μl de agua estéril y se 

realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% tenido con bromuro de etidio (0,5 

ug/ml) para estimar la cantidad y evaluar la calidad de los plásmido obtenidos para 

posteriormente ser secuenciados.  

 

3.3.9. Secuenciación  

 La secuenciación de los insertos clonados en el vector pGEM
®-

T-easy se realizó 

mediante el método enzimático (Sanger y col., 1977), a partir de ADN plasmídico 

extraído y purificado, utilizando los cebadores universales correspondientes al vector 

SP6 y T7 (Tabla 2) y siguiendo el protocolo de reacción Big-Dye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit (ABI-3130XL, Applied Biosystems). La secuenciación 

se llevó a cabo en el Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda, Madrid, España. 
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3.3.10. Análisis bioinformático de las secuencias 

  

Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias depositadas en los 

bancos de datos GenBank/algoritmo BLAST (Altschul y col., 1990), EMBL/algoritmo 

FASTA (Pearson y Lipman, 1988) y SWISS-PROT (Boeckman y col., 2003). Para la 

búsqueda del marco abierto de lectura se utilizaron los programas GENSCAN (Burge y 

Karlin, 1998) y Editseq del paquete DNAstar (Lasergene®), para la identificación de 

dominio funcionales se usaron los programas CD-Seach del NCBI (Marchler-Bauer y 

col., 2011), InterPro del EMBL (Mulder y col., 2003) y Motif Scan de ISB-ISREC 

(Pagni y col., 2001). Para la identificación de péptido señal en las secuencias se empleó 

el programa SignalP 4.0 Server (Petersen y col., 2011). Para la identificación de 

proteínas de membrana se usó “DAS”-Transmembrane Prediction server (Cserzo y col., 

1997) y TM-pred (Hofmann y Stoffel, 1993). 

 

Los sitios potenciales de fosforilación, miristilación, acetilación y glicosilación 

fueron predichos por los programas NetPhos3.1 server (Blom y col., 1999), 

Myristoylator (Bologna y col., 2004), NetAcet 1.0 server (Kiemer y col., 2005) y 

NetNGlyc 1.0 server (Chauhan y col., 2013) respetivamente. La alineación múltiple de 

secuencias se llevó a cabo utilizando el programa ClustalW del EMBL (Thompson y 

col., 1994) y la edición de los mismo con el programa BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999). La 

predicción de la estructura secundaria de las proteínas deducida se realizó con el 

programa Protean del paquete DNAstar (Lasergene®) y la estructura tridimensional con 

el programa Swiss-Model (Biasini y col., 2014). 
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CAPITULO IV 

 

RESULTADOS  

 

4.1. Cribado de las genotecas de expresión de cisticerco de Taenia solium mediante 

PCR.  

 Como producto de la PCR en ambas genotecas de expresión (mediana y grande) 

de cisticercos de T. solium se obtuvo un conjunto de bandas de diversos tamaños que 

oscilan de 150 a 1500 pb aproximadamente. En la figura 12 se observa el patrón 

electroforético de los productos de PCR provenientes de la genoteca de expresión 

mediana, cuyo patrón electroforético es similar al obtenido en la amplificación a partir 

de la genoteca de expresión grande (imagen no mostrada). Cada una de estas bandas 

corresponde a productos amplificados de ARNms diferentes que presentan un extremo 

5´ común correspondiente a la molécula Spliced Leader.  

1929

1371
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Figura 12. Productos de PCR del cribado de la genoteca de expresión mediana de cisticerco de T. solium. 

Electroforesis en gel de Agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio en el que se observa el conjunto de 
bandas productos de la PCR spliced leader. (M) Marcador de Tamaño molecular λBstEII (Roche), (1) 

Control Positivo (Molécula M21a de 1443 pb), (2) productos de amplificación (3) control negativo. 

 

4.2. PCR de colonias para verificar los fragmentos clonados y estimar el tamaño de 

los mismos  

 Como resultado de la transformación de las células competentes con el producto 

de la ligación de los fragmentos en el vector pGEM
®
-T Easy se obtuvo un total de 86 

colonias blancas (recombinantes), las cuales fueron verificadas mediante PCR de 

colonias. Se seleccionaron las colonias color blanco empleando el método de selección 

fenotípica basado en la presencia de colonias blanco/azul. Se obtuvo un total de 56 
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colonias recombinantes. En la figura 13 se observa el producto de amplificación de 

varias colonias recombinantes (carriles 2-4,8-9,12-13,15-18) a partir de una PCR de 

colonias, donde se evidencia una amplia gama de insertos incorporados, cuyos tamaños 

varían entre 150 a 1200 pb aproximadamente; también se muestra en los carriles 1, 5-7, 

10-11 y 14 la ausencia de producto PCR correspondiente a las colonias no 

recombinantes. Se obtuvieron 9 recombinantes de la fracción MF1, 7 de la fracción MF2, 

30 de la fracción MF3, 4 de la fracción HF1, 6 de la fracción HF2 y ninguno de la 

fracción HF3, para un total de 56 fragmentos clonados. 

0,3

0,5

0,7

1,0

1,5

M   1    2    3  4    5  6  7  8   9  10  11 12 13   14 15 16   17  18  C+  C-pb

 

Figura 13. Identificación por PCR de las colonias recombinantes. Electroforesis en gel de Agarosa al 1%, 

teñido con bromuro de etidio en el que se observan los productos de una PCR colonias. (M) Marcador de 

ADN 1 Kb (Axygen), (1, 5-7,10-11 y 14) no hubo amplificación de insertos en esas colonias, (2-4,8-9,12-

13,15-18) productos amplificados de los insertos clonados, (C+) control positivo, (C-) control negativo.  

 

 

4.3. Secuenciación de los fragmentos clonados. Análisis y comparación de las 

secuencias con las secuencias de los bancos de datos 

De los 56 clones con los que se contaba, se lograron secuenciar 33, de los cuales, 

3 fueron secuencias de β galactosidasa de la región lacZ del vector pGEM
®-

T easy, por 

lo que no fueron tomadas en cuenta para efecto de este estudio. Al resto de las 

secuencias de ADNc obtenidas (30) se les realizó alineamiento múltiple de secuencias, 

encontrándose 14 moléculas distintas, ya que algunas moléculas estaban repetidas 

(varios clones idénticos que formaron grupos de la misma secuencia). El primer grupo 

formado por 6 clones idénticos (Figura 14), el segundo por 5, el tercero por 3, del 4 al 8 

estaban formados por dos clones idénticos, y las siguientes moléculas correspondían a 

clones únicos (Tabla 3). En cuanto al número de nucleótidos de las secuencias clonadas, 

se obtuvieron moléculas entre 309 y 1190 nucleótidos (nt), con marcos abiertos de 

lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame) entre 201 y 1077 nt, que codifican 

proteínas entre 66 y 358 aminoácidos (aa) (Tabla 3). 
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De los grupos se obtuvieron las secuencias consenso, las cuales se analizaron al 

igual que las secuencias individuales. Se pudo observar que las secuencias de 10 

moléculas se encuentran completas desde la región SL hasta la señal de poliadenilación 

(ver tabla 3), en las cuales se pudo determinar la ubicación del marco abierto de lectura 

y la secuencia aminoacídica deducida. En 4 moléculas las secuencias se encontraban 

truncadas en algunos de los extremos 5` o 3` e incluso ambos (en dos de ellas faltó la 

parte media de la secuencia por lo que no se pudo determinar el ORF), en otro caso, 

aunque la secuencia se encontraba completa desde la región SL hasta la secuencia poliA 

no se encontró ORF. Sin embargo, se encontró una característica común en todas las 

secuencias consensos y únicas y es que en todos los casos inmediatamente posterior a la 

secuencia del cebador TSSL-DW2 se encuentra un codón ATG (SL-ATG) y que 

funciono en alguno de los casos como codón de inicio (SL-ATGi) (Tabla 3). 

 

 

Tabla 3. Clones aislados de las genotecas de expresión de metacestodos de T. 

solium mediante PCR-Spliced Leader. 

 

N° Código de los clones (secuencias) 
N° de 

nt 

Marco abierto 

de lectura (nt) 

N° de 

aa 

Distancia SL-

ATGi 

1 
1MF3a, 3MF3a, 4MF3a, 5MF3a, 
6MF3c, 36MF3c 

529 288 95 0 

2 
22MF3c, 41MF3c, 43MF3c, 

47MF3c, 9MF3c 
523 267 88 5 

3 50MF3c, 53MF3c, 10MF3c 436 201 66 0 

4 5HF1b, 8HF2b 831 210 69 0 

5 15HF2b, 57HF2c 877 636  211  0 

6 2MF2d, 4MF2d 311* *  96*  0 

7 29MF1b, 7MF2d 617 492 163  7 

8 2MF3a, 22MF1b 605 327 108 16 

9 30MF1b 1190 1077 358 5 

10 20MF3c 560 315 104 0 

11 37MF3c 371 216 71 55 

12 23MF1b 903* * 253* 14 

13 12MF3c 938 ** ** ** 

14 3HF1b 309 ** ** ** 

nt= nucleótidos      aa= aminoácidos       * = secuencia incompleta. **=sin ORF  

 

 

Tras analizar los resultados y atendiendo a los objetivos fijados en el presente 

trabajo, se procedió a continuar con la caracterización de todas las moléculas obtenidas. 
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4.4. Caracterización Molecular  

 

4.4.1. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº1  

 

En la figura 14, se observa el alineamiento múltiple de secuencias del grupo más 

grande formado (6 clones). Cada clon está compuesto por 529 nucleótidos (nt), y se 

puede observar la presencia en el extremo 5`de la secuencia SL y el extremo 3` la cola 

de poli- A. 

 

La secuencia aminoacídica deducida se observa en la figura 15, el codón de 

inicio se ubica en la posición 24 inmediatamente después de la secuencia SL de 23 nt en 

el extremo 5`; el marco abierto de lectura está conformado por 288 nt seguido de una 

región no traducible de 218 pb. La cola de poli-A esta formada por 22 nt y comienza en 

la posición 508.  

 

La proteína deducida es de 95 aminoácidos con un peso molecular de 9,69 kDa y 

un punto isoeléctrico de 3,719.  Posee 12 sitios potenciales de fosforilación según el 

programa NetPhos 2.0 (Figura 16), en la posición S29 se ubica un posible sitio de 

fosforilación por casein quinasas 1, según resultados del programa Motif-Scan.  

 

No se encontraron sitios de miristilaciones, acetilaciones ni de glicosilaciones, 

tampoco se encontraron resultados de existencia de péptido señal, segmento 

transmembrana ni de dominio funcional. 
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Figura 14. Alineamiento múltiple de secuencia de ADNc del grupo Nº1. Subrayado en línea punteada se 

encuentra la secuencia TSSL-DW2, subrayado en línea continua se indica el marco abierto de lectura y 

dentro del cuadro la cola de poli A. 

 

 

La estructura secundaria fue predicha por el programa Protean del paquete 

bioinformático Lasergene®. En la figura 17 se puede observar regiones con 

conformación β, otras en hélices α, igualmente se observa pocas regiones expuesta en 

superficie e hidrofílicas, pero si un alto índice antigénico y regiones flexibles en algunas 

zonas de la proteína.  

 

No se encontró un posible modelo molecular según el programa Swiss-Model. 

 

 

 

 
Figura 14. Alineamiento Múltiple de Secuencias de ADNc del grupo Nº1. Subrayado en línea punteada 

se encuentra la secuencia TSSL-DW2, subrayado en línea continua se indica el marco abierto de lectura 

y dentro del cuadro la cola de poliA. 
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Figura 15. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº1. En azul se resalta la 

secuencia SL seguido en verde del codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la cola de 

poli-A.  
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Figura 16. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº1, según el programa NetPhos 2.0. 
 
 

 

             ggtcccttaccttgcaattttgtATG ACG CAG ACC CTG CTG GTG CAG     47 
                                   M   T   Q   T   L   L   V   Q       8 

      CCA ACG GGT ACA GTT GTT GTT GCG TCA TCA GCC GGA TCG AGT GAT     92 

       P   T   G   T   V   V   V   A   S   S   A   G   S   S   D      23 

      GAA ACT ACC GCT GCT AGT GCA CAG CCC TCT ACT ACT CTG GTC TCC    137 

       E   T   T   A   A   S   A   Q   P   S   T   T   L   V   S      38 

      GTG GAT GGC GGG GAG ACC TAT ACC GCC GCA CAG GTG TTC TCC ACC    182 

       V   D   G   G   E   T   Y   T   A   A   Q   V   F   S   T      53 

      ACG ACC TCA GCT GCT GAC GTC CAG ACC ACC GCC TCA TCG GAG GAG    227 

       T   T   S   A   A   D   V   Q   T   T   A   S   S   E   E      68 

      CGC ATC CTT CAG TCC GCT AAC ACC ACT CCT CTT GAG CAT GTT GAA    272 

       R   I   L   Q   S   A   N   T   T   P   L   E   H   V   E      83 

      GCG CCA CAG AAA TTG GAG GAA CCT TCA ACT GAT GTC TAA gcgttc     317 

       A   P   Q   K   L   E   E   P   S   T   D   V   *              95 

      ctttttatccgtcctgcactatgtataacctctattaactcctcgccccacttcacacgt   377 

      tcaacttcgaccttccatagatgtctccctcgggcaccctcatgtagcgtcccatcgctt   437 

      ttgatcgcacaacattgtaccaaggattattttaatgtaatttttgcataattatcacca   497 

      gtaacctgtgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa                                 529 

 

           Figura 15. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº1. En azul se resalta la  

secuencia SL seguido en verde del codón de inicio, en rojo el codón de parada y amarillo la cola de  poli-A.  
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Figura 17. Estructura secundaria del grupo Nº1 donde se observa las regiones α-hélices, conformación β 

y regiones flexibles, así como también la hidrofilicidad, el índice antigénico y la probabilidad de estar en 

superficie. Programa Protean (Lasergene®). 

 

 

Los alineamientos de la secuencia con las de los bancos de datos (GenBack) 

mostraron similitud de la secuencia del grupo Nº1 con factores de transcripcion nuclear 

γ de organismos evolutivamente cercanos, así como también con un factor de 

ribosilación ADP unido a proteína de E. granulosus (Tabla 5). El alineamiento múltiple 

de la secuencia del grupo Nº1 con sus homólogos, muestra que son proteínas 

conservadas, aunque la proteína deducida del grupo Nº1 es mucho más pequeña que las 

de sus homólogos más cercanos (Figura 18). 

 

 

Tabla 4.  Similitud de la secuencia del grupo Nº1 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

 

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Factor de transcripción nuclear γ T. asiatica  (OCK27529.1) 98 98 

Factor de transcripción nuclear γ T. saginata (OCK36212.1) 96 96 

Factor de transcripción nuclear γ E. granulosus (CDS19297.1) 85  85  

Factor de transcripción nuclear γ E. multilocularis (CDS37349.1) 83  83  

Factor de ribosilación ADP E. granulosus (EUB60404.1) 83  83  

Factor de transcripción nuclear γ H. microstoma (CDS28392.1) 51  52  
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FTN.Ta M H L S T S S T S I N L F E F KA R I S K R S NMD Y T P D I S C D S Q T H I A N FW E MA KQ E A 50

FTN.Ts ag M S R R T - - - - - - - - - - - A L MA T E A NMD Y T P D I S C D S Q T H I A N FW E MA KQ E A 39
FTN.Eg - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

FTN.Em M VA R H A G S - - - - - - - T F F V F V T V NMD Y T P D I S C D S Q T H I A N FW E MA KQ E A 43

FRADP.Eg M VA R H A G S - - - - - - - T F F V F V T V NMD Y T P D I S C D S Q T H I A N FW E MA KQ E A 43

6 0 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

FTN.Ta E G L K P E Q N S F KT Q D L P L A R I K K I M K L D D D V K T MM I S A E A P I L F A KA A E L F 100
FTN.Ts ag E G L K P E Q N S F KT Q D L P L A R I K K I M K L D D D V K T MM I S A E A P I L F A KA A E L F 89

FTN.Eg - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M L R L L F 6

FTN.Em E G L K P E Q N S F KT Q D L P L A R I K K I M K L D D D V K T MM I S A E A P I L F A KA A E L F 93
FRADP.Eg E G L K P E Q N S F KT Q D L P L A R I K K I M K L D D D V K T MM I S A E A P I L F A KA A E L F 93

11 0 120 1 30 14 0 150
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
FTN.Ta I R E L T L R AW L HT D R N R R R T L Q R N D I S MA V S Y GD T D Q F D F L I D I V P R D E G R 150

FTN.Ts ag I R E L T L R AW L HT D R N R R R T L Q R N D I S MA V S Y GD T D Q F D F L I D I V P R D E G R 139

FTN.Eg L V F GK I S A Y V HQ I R I V R Q S C A L V G S C A V L A P GR I R H S Q H I L V A R - - - - S V 52
FTN.Em I R E L T L R AW L HT D R N R R R T L Q R N D I S MA V S Y GD T D Q F D F L I D I V P R D E G R 143

FRADP.Eg I R E L T L R AW L HT D R N R R R T L Q R N D I S MA V S Y GD T D Q F D F L I D I V P R D E G R 143

16 0 170 1 80 19 0 200
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

FTN.Ta G H R R S Q Q Q H T Q S A L Q HMA G S S L V Q QT Q V Q V V QQ Q Q A T G D DV S I K T E T A G P 200

FTN.Ts ag G H R R S Q Q Q H T Q S A L Q HMA G S S L V Q QT Q V Q V V QQ Q Q A T G D DV S I K T E T A G P 189
FTN.Eg G V R S S Q Q Q H T Q S A L Q HMA G S S L V Q QT Q V Q V V QQ Q Q A T G D DV S I K T E T A G P 102

FTN.Em G H R R S Q Q Q H T Q S A L Q HMA G S S L V Q QT Q V Q V V QQ Q Q A T G D DV S I K T E T A G P 193
FRADP.Eg G H R R S Q Q Q H T Q S A L Q HMA G S S L V Q QT Q V Q V V QQ Q Q A T G D DV S I K T E T A G P 193

21 0 220 2 30 24 0 250
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
FTN.Ta T A A T L V A GA D GT L T T V T A G Q P T M Q F A T V P AA A A T T S G Q Q I Q Y V I Q L P A T S 250

FTN.Ts ag T A A T L V A GA D GT L T T V T A G Q P T M Q F A T V P AA A A T T S G Q Q I Q Y V I Q L P A T S 239

FTN.Eg AA A T L V A GA D GT L T T V T A G Q P T V Q F A T V P AA A A T T S G Q Q I Q Y V I Q L P A T S 152
FTN.Em AA A T L V A GA D GT L T T V T A G Q P T V Q F A T V P AA A A T T S G Q Q I Q Y V I Q L P A T S 243

FRADP.Eg AA A T L V A GA D GT L T T V T A G Q P T V Q F A T V P AA A A T T S G Q Q I Q Y V I Q L P A T S 243

26 0 270 2 80 29 0 300
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

FTN.Ta S A S NG Q P F Q I QM L P Q Q F QT A S T DA VA T A Q V G GT L I A T G G VA G T AA A T G G L 300

FTN.Ts ag S A S NG Q P F Q I QM L P Q Q F QT A S T DA VA T A Q V G GT L I A T G G VA G T AA A T G G L 289
FTN.Eg S A S NG Q P F Q I QM L P Q Q F QT A S T DA VA T A Q V G GT L I A T G G VA G T AA T T G G L 202

FTN.Em S A S NG Q P F Q I QM L P Q Q F QT A S T DA VA T A Q V G GT L I A T G G VA G T AA T T G G L 293
FRADP.Eg S A S NG Q P F Q I QM L P Q Q F QT A S T DA VA T A Q V G GT L I A T G G VA G T AA T T G G L 293

31 0 320 3 30 34 0 350
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M 1

FTN.Ta Q L V HV V N S Q T S V Q H S T P S T T T AA GA P A G A S T DA T N K L Q T VH V Q - - - - - - - 343
FTN.Ts ag Q L V HV V N S Q T S V Q H S T P S T T T AA GA P A G A S T DA T N K L Q T VH V Q - - - - - - - 332

FTN.Eg Q L V HV V N P Q T S V Q H S T P S T T T AA GA P A G A S T DA A N K L Q T VH V Q L S D L T S G 252
FTN.Em Q L V HV V N P Q T S V Q H S T P S T T T AA GA P A G A S T DA A N K L Q T VH V Q - - - - - - - 336

FRADP.Eg Q L V HV V N P Q T S V Q H S T P S T T T AA GA P A G A S T DA A N K L Q T VH V Q - - - - - - - 336

36 0 370 3 80 39 0 400
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 T Q T L L V Q P T G T V V V A S S A G S S D E T T A A S A Q P S T T L V S V D GG E T Y T A A Q V F 51
FTN.Ta . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 393

FTN.Ts ag . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . R . . 382

FTN.Eg . . . . . . . . S . A . . . . . . . . P T . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . 302

FTN.Em . . . . . . . . S . A . . . . . . . . P T . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . 386

FRADP.Eg . . . . . . . . S . A . . . . . . . . P T . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . 386

41 0 420 4 30 44 0 450
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 S T T T S A A D V Q T T A S S E E R I L Q S A N T T P L E H V E A P Q K - L E E P S T D V - - - - - 95

FTN.Ta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . - - - G . D NA G K T T I VK K F 440
FTN.Ts ag . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . - - - G . D NA G K T T I VK K F 429

FTN.Eg - . . A . T G . . . S . T A . . . . . . . . T T . . A . . . . . . . . . - . . . . . . . . - - - - - 345

FTN.Em - . . A . T G . . . . . T . . . . . . . . . T T . . A . . . . . . . . N G . D NA G K T T I VK K F 435
FRADP.Eg - . . A . T G . . . . . T . . . . . . . . . T T . . A . . . . . . . . N G . D NA G K T T I VK K F 435

46 0 470 4 80 49 0 500
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 95
FTN.Ta N G E D I S T I A P T L G F S I H T L E YM G Y R L N AW D V GG Q H S L R S YWR N Y F E T T D A 490

FTN.Ts ag N G E D I S T I A P T L G F S I H T L E YM G Y R L N AW D V GG Q H S L R S YWR N Y F E T T D A 479
FTN.Eg - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 345

FTN.Em N G E D I S T I A P T L G F S I H T L E YM G Y R L N AW D V GG Q H S L R S YWR N Y F E T T D A 485

FRADP.Eg N G E D I S T I A P T L G F S I H T L E YM G Y R L N AW D V GG Q H S L R S YWR N Y F E T T D A 485

51 0 520 5 30 54 0 550
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 95

FTN.Ta L I W VV D S S D R L R L D D C R E E L N K L L V E E R L V GA T L L V L A N KQ D L Q GA L K P A 540
FTN.Ts ag L I W VV D S S D R L R L D D C R E E L N K L L V E E R L V GA T L L V L A N KQ D L Q GA L K P A 529

FTN.Eg - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 345

FTN.Em L I W VV D S S D R L R L D D C R E E L N K L L V E E R L V GA T L L V L A N KQ D L Q GA L K P A 535
FRADP.Eg L I W VV D S S D R L R L D D C R E E L N K L L V E E R L V GA T L L V L A N KQ D L Q GA L K P A 535

56 0 570 5 80 59 0
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . .

a asclon1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 95
FTN.Ta E I A E A L S L K D I T T H HW S I Y G C S A V T G E N L L N S V AW L I K D V S S R I F S A E 588

FTN.Ts ag E I A E A L S L K D I T T H HW S I Y G C S A V T G E N L L N S V AW L I K D V S S R I F S A E 577

FTN.Eg - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 345
FTN.Em E I A E A L N L R D I T T H HW S I Y G C S A V T G E N L L N S V AW L I K D V S S R I F S A E 583

FRADP.Eg E I A E A L N L R D I T T H HW S I Y G C S A V T G E N L L N S V AW L I K D V S S R I F S A E 583

 
 

Figura 18. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida del grupo 
Nº1, con las proteínas factor de transcripción nuclear γ de T. asiatica (OCK27529.1)(FTN.Ta), T. 

saginata (OCK36212.1)(FTN.Tsag), E. granulosus (CDS19297.1) (FTN.Eg), E. multilocularis 

(CDS37349.1) (FTN.Em) y el factor de ribosilacion del ADP de Echinococcus granulosus 

(EUB60404.1)(FRADP.Eg). 

 

 

4.4.2. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº2  

La secuencia aminoacídica deducida del grupo Nº2 se observa en la figura 19, 

donde también se observa el codón de inicio en la posición 29 que se ubica 5 nt después 

de la secuencia SL de 23 nt en el extremo 5`; el marco abierto de lectura está 

conformado por 267 nt seguido de una región no traducible de 228 pb. La cola de poli-

A está formada por 19 nt y comienza en la posición 505. La proteína deducida es de 88 

aminoácidos con un peso molecular de 10,28 kDa y un punto isoeléctrico de 6,062.  
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Posee un dominio en el extremo amino-terminal (2-39aa), llamado DUF2615, de 

función desconocida que conforma a una superfamilia de proteínas denominada 

DUF2615 (Figura 20). Además, se encontraron cincos sitios potenciales de fosforilación 

y un sitio de N-glicosilación según los programa NetPhos 2.0 y NetNGlyc 1.0 

respectivamente (Figura 21). No posee sitios potenciales a miristilación, acetilación ni 

péptido señal ni segmento transmembrana.   

 

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº2. En azul se resalta la 

secuencia SL, en verde el codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la cola de poli-A.  

 

 
 

 

 

 
 

 

 

Figura 20. Ubicación del dominio DUF 2615 en la secuencia aminoacídica deducida del grupo Nº2, 

según el programa Conserved Domain del NCBI. 

 
 

 

 

              ggtcccttaccttgcaattttgtatggc ATG GCA GAT GGT TTT GAC    46 
                                       M   A   D   G   F   D      6 

     CCA TGT GAG TGC ATT TAC AAT CAC GAA ACG TCG ATG CAG CGG CTC    91 

      P   C   E   C   I   Y   N   H   E   T   S   M   Q    R  L     21 

     CTA ACC ATG CTG CGA CAG TCG CAA ACC TAC TGT AAT GAC GTA GTG   136 

       L   T   M   L   R    Q  S   Q   T   Y   C   N   D   V   V    36 

     TGC CAA AGC AAC CAA TCT AAC TCG ATT ATG AAC CAG AGC AAC AGC   181 

      C   Q   S   N   Q   S   N   S   I   M   N   Q   S   N   S     51 

     TCG ACT CGT GCC GAA TTC GGC ACG AGC TCG TGC CGA ATT CGG CAC   226 

      S   T   R   A   E   F   G   T   S   S   C   R   I   R   H     66 

     GAG TTT CAT TAT TTC AAT GAA ATT AGG ATC TTA AGT ATA GAT TAT   271 

      E   F   H   Y   F   N   E   I   R   I   L   S   I   D   Y     81 

     TGG GTT AAG TTA CCC CAG GGA TAA cagtgtgataattaataagagatctta   322 

      W   V   K   L   P   Q   G   *                                 88 

     tcgaattaattgtttgccacctcgatgttgacttaggttagaatttaggtgtagtagctt  382 

     agatttatggtctgttcgaccgtattgaccttcatgagttgagttaagaccggtgtgagc  442 

     caggtcggttcttatctattgtagaagtttatcagtacgaaaggatagtaagctttttta  502 

     ttaaaaaaaaaaaaaaaaaaa                                                523 
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Figura 21. Aminoácidos susceptibles a fosforilación (A) y a N-glicosilación (B) en la secuencia 
aminoacídica deducida del grupo Nº2, según los programa NetPhos 2.0 y NetNGlyc 1.0 respectivamente. 
 

 

 

La estructura secundaria de la proteína predicha por el programa Protean del 

paquete Lasergene®, en la figura 22 permite observar que toda la molécula está 

conformada por regiones β, algunas regiones conectoras en giros sin regiones en hélices 

α, igualmente se observa la regiones de alta flexibilidad, que coinciden con un alto 

índice de antigenicidad sobre todo en los primeros 65 aas. Se buscó un posible modelo 

molecular de la proteína con el programa Swiss-Model pero no hubo coincidencia con 

moléculas similares cuyos modelos moleculares estén depositadas en la bases de datos. 

 

 

A 
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Figura 22. Estructura secundaria del grupo Nº2 donde se observa las regiones, conformación β, giros y 

regiones flexibles, así como también la hidrofilidad, el índice antigénico y la probabilidad de estar en 

superficie. Programa Protean (Lasergene®). 

 

 

Al comparar la secuencia del grupo Nº2 con las secuencias depositadas en las 

bases de datos del NCBI/EMBL/DDBJ, ésta mostró similitud con proteínas hipotéticas 

de T. solium (CDA21531.1), de T. saginata (OCK38132.1) y de T. asiatica 

(OCK23231.1), así como también con una familia de proteínas sin caracterizar 

denominadas CD034/YQF4 de E. multilocularis (CD034/YQF4.Em) (CDS41865.1) y 

E. granulosus (CD034/YQF4.Eg) (CDS16843.1) (Tabla 6). El alineamiento múltiple de 

la secuencia del grupo Nº2 con sus homólogos, evidencia que exitente mayor 

conservacion de las secuencias en el extremo aminoterminal, que forma parte del 

dominio DUF2615, encontrándose mayor variacion de aminoacidos en el extremo 

carboxilo terminal (Figura 23). 

 

Tabla 5.  Similitud de la secuencia del grupo Nº2 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencias de aminoácidos (aa). 

 

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Proteína hipotética, función 

desconocida 
T. solium (CDA21531.1) 100 95 

Proteína hipotética T. saginata (OCK38132.1) 95 88 

Proteína hipotética T. asiatica (OCK23231.1) 95 86 

Familia de proteína 

CD034/YQF4, sin caracterizar 
E. multilocularis (CDS41865.1) 86 80 

Familia de proteína 

CD034/YQF4, sin caracterizar 
E. granulosus (CDS16843.1) 86 80 

Pequeña proteína integral T. canis (KHN88344.1) 69 69 
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4.4.3. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº3  

 

El ADNc clonado del grupo Nº3 está conformado por 436 nt, presenta en 

extremo 5` la secuencia SL de 23 nt seguida por el codón de inicio en la posición 24, el 

marco abierto de lectura está conformado por 201 nt, seguido se encuentra una región 

no traducible de 210 nt donde se encuentra la cola de poli-A de 26 nt en el extremo 3` 

(Figura 24).  

La proteína deducida contiene 66 aa, con un peso molecular de 7,49 kDa y un 

punto isoeléctrico de 4,302; presenta tres sitios potenciales a fosforilación y un sitio 

potencial a N-glicosilación (Figura 25). Además de la presencia de un dominio 

funcional de la familia de proteína receptores de renina (10-64 aa) y una posible región 

transmembrana en el centro de la proteína (25-45 aa) (Figura 26 y 27). No posee sitios 

potenciales a miristilación, acetilación ni péptido señal.   

 

 

 

 

 

Figura 23. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº2, con las proteína hipotética de T. solium (PH.Ts), de T. saginata (OCK38132.1) (PH.Tsag), de T. 

asiatica (OCK23231.1) (PH.Ta) familia de proteina CD034/YQF4 de E. multilocularis 

(CD034/YQF4.Em) (CDJ04583.1) y de E. granulosus (CD034/YQF4.Eg) (CDS16843.1). 
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Figura 24. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº3. En azul se resalta la 

secuencia SL seguido en verde del codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la cola de 

poli-A. Subrayado en línea punteada se destaca la región potencial transmembrana. 

 

 

 

 

 

Posición de la secuencia

P
o
te
n
c
ia
l 
 F
o
sf
o
ri
la
c
ió
n

Punto de corte

Serina

Treonina

Tirosina

Posición de la secuencia

P
o
te
n
c
ia
l 
 d
e
 N
-g
li
c
o
si
la
c
ió
n

Punto de corte

Potencial

  
Figura 25. Aminoácidos susceptibles a fosforilación (A) y a N-glicosilación (B) en la secuencia 
aminoacídica deducida del grupo Nº3, según el programa NetPhos 2.0 y NetNGlyc 1.0. 
 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

      ggtcccttaccttgcaattttgt ATG GCT AAT TCA TCG CTA GAA AGT   47 
                             M   A   N   S   S   L   E   S     8 

ATC AAC GTA GGG CCT GAG GTG GAT CCC GAG TAC GCA GCG TGG TTT   92 
 I   N   V   G   P   E   V   D   P   E   Y   A   A   W   F    23 

CAG TTG ACT TTT TGG TTC GTT GTG GTC TTC GCA ACG GTC GTT TGG  137 

 Q   L   T   F   W   F   V   V   V   F   A   T   V   V   W    38 

GTG GTG TGT TGC TCG CTC TGG AAC ATG GAT CCA GGC CGC GAT GGT  182 

 V   V   C   C   S   L   W   N   M   D   P   G   R   D   G    53 

ATT ATC TAC CGC CTG AGT GTT ACC AAG CCG AAG TCA GAG TAG ggc  227 

 I   I   Y   R   L   S   V   T   K   P   K   S   E   *        66 

tgtgtgtgtgtgcacgttttgcagtcacttaaatccaaacattccttccttgtcgtct   285 

tatatttcctgtgttttcttgtatctatgtgtactctttcgttggcattgcgcatcac   343 

catcccttcacgtttctcgctgactccaccatgacaaggtatcgcgaatgcattatat   401 

cgccattctttgagcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa                          436 
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Figura 26. Topografía del dominio de familia de proteínas receptores de renina de la proteína deducida 

del grupo Nº3, según el programa Conserved Domain del NCBI. 
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Figura 27. Predicción de segmento transmembrana en la secuencia aminoacídica deducida del clon Nº3 

según los programas “DAS” TM-Prediction y TM-Pred. 

 

La estructura secundaria de la proteína se puede observar en la figura 28 donde 

abundan las conformaciones β y solo una hélices α, existiendo algunas regiones 

conectoras en giros, del mismo modo se observa menor hidrofilicidad en el centro de la 

molécula, que se corresponde con la región transmembrana, y un elevado índice 

antigénico en los extremos Se buscó la posible estructura terciaria de la proteína con el 

programa Swiss-Model pero no se encontró ningún resultado. 
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Figura 28. Estructura secundaria del grupo Nº3 donde se observa las regiones α-hélices, conformación β 

y regiones flexibles, así como también la hidrofilicidad, el índice antigénico y la probabilidad de estar en 

superficie. Programa Protean (Lasergene®). 
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Al realizar la comparación de la secuencia consenso del grupo Nº3 con las 

secuencias depositadas en las bases de datos del NCBI/EMBL/DDBJ, esta presenta 

similitud con proteína hipotética asociada a ATPasa de membrana de T. solium 

(CAD21533.1), intersectina-2 de T. asiatica (OCK19161.1), de T. saginata 

(OCK40497.1), proteína asociada a GTPasa de membrana (dinamina) de E. 

multilocularis (CDI96500.1), intersectina-1 de E. granulosus (EUB57437.1) y en menor 

grado con una subunidad M8.9 asociada a ATPasa de D. melanogaster y de H. sapiens, 

lo cual indica que el clon Nº3 puede tratarse de una proteína de membrana asociadas a 

enzima consumidoras de energía (Tabla 8). El alineamiento múltiple de secuencia se 

realizó con los dos primeros homólogos mencionados anteriormente y la secuencia 

aminoacídica deducida del grupo Nº3, ya que fueron con las que presentó mayor 

similitud tanto de secuencia de aminoácidos como de tamaño de la molécula, porque 

aunque con el homologo intersectina-1 de E. granulosus tuvo alta similitud de secuencia 

de aminoácidos,  la diferencia de tamaño fue muy grande (1689 aas) y con las proteínas 

M8.9 de D. melanogaster y de H. sapiens ocurrió lo contrario, aunque eran muy 

similares en tamaño, variaban mucho las secuencias aminoacídicas. El alineamiento de 

las secuencias evidencia que existe gran conservación entre los miembros que 

conforman esta familia de proteínas receptores de renina (Figura 29). 

 

Tabla 6.  Similitud de la secuencia del grupo Nº3 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

 

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Proteína hipotética asociada a 

ATPasa de membrana 
T. solium (CAD21533.1) 98 98 

Intersectina-2 T. saginata (OCK40497.1) 100 100 

Intersectina-2 T. asiatica (OCK19161.1) 100 100 

Proteína asociada a GTPasa de 

membrana (dinamin) 
E. multilocularis (CDI96500.1) 92 92 

Intersectina-1. E. granulosus (EUB57437.1) 93 93 

Putativa proteína M8.9 asociada al 

sector membrana de ATPasa 

vacuolar 

H. sapiens (CAA76984.1) 33 33 
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Figura 29. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº3, con la Proteína hipotética asociada a ATPasa de membrana de T. solium (CAD21533.1) 

(PasocATP.Ts), intersectina-2 de T. saginata (OCK40497.1) (Inters2.Tsag), de T. asiatica (OCK19161.1) 

(Inters2.Ta) y proteína asociada a GTPasa de membrana de E. multilocularis (CDI96500.1) 

(PasocGTP.Em). 
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4.4.4. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº4  

 

El ADNc clonado del grupo Nº4 está conformado por 831 nt, presenta en 

extremo 5` la secuencia SL de 23 nt seguida por el codón de inicio en la posición 24, el 

marco abierto de lectura está integrado por 210 nt seguido se encuentra una región no 

traducible de 598 nt donde se encuentra la cola de poli-A de 28 nt en el extremo 3` 

(Figura 30).  

 

La proteína deducida contiene 69 aa, con un peso molecular de 7,67 kDa y un 

punto isoeléctrico de 7,241. Presenta dos sitios potenciales de fosforilación (Figura 31), 

además de la presencia de un dominio de la familia de proteína activadoras de GTPasa 

asociada a Rho (RhoGAP) (2-48 aa) y una posible región transmembrana (20-40 aa) 

(Figuras 32 y 33). No se encontraron potenciales sitios de miristilación, acetilación, 

glicosilación, ni se encontró existencia de péptido señal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº4. En azul se resalta la 

secuencia SL seguido en verde del codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la cola de 

poli-A.   

 

      ggtcccttaccttgcaattttgt ATG GAA GTT CTC CTT TAC CTG TTG  47 
                             M   E   V   L   L   Y   L   L    8 

GAC CAC CTT AAG CGG ATA ACA AGT AAG TCA GTG GTG AAC AAG ATG  92 

 D   H   L   K   R   I   T   S   K   S   V   V   N   K   M   23 

AAC TCT CAC AAT TTG GCT GTC TGC CTG GCC CCT TGT CTC CTT CAT 137 

 N   S   H   N   L   A   V   C   L   A   P   C   L   L   H   38 

CCC TCT CCC ACG GCG GCC CGC GAC ATG GAC TCG GGC CTC CTA CAA 182 

 P   S   P   T   A   A   R   D   M   D   S   G   L   L   Q   53 

CCC AGC AAG ATG GTC AGC GTT CTC GAG TGC ATT CTT GAC ATT TGG 227 

 P   S   L   M   V   S   V   L   E   C   I   L   D   I   W   68 

CCA TAA agactcctccatcgccgtcgccaccaccactaccagcattcttctccatga 284 

 P   *                                                       69 

ctatttctattctactggctggccggtagctcaaatttgaaaacttcaaaaacatccca 343 

ttttctccatatcgtcgtcttctcatgcatgaatctcattacaaccccgtcgaagattc 402 

cgaaaacctccctcatgaggcacatgcatacacgcagttaaaccgctcaagtgaatcct 461 

gatgttcaaattcccatcctttttcaccccacctctcacacttcctacttatgtcctct 520 

gaacttcatttcaccctggtaaggtccacttagagccagaggggcacatttcggcgttt 579 

agttagatagcgcgtttctctatcaagggccttctggcaaacgcttcgcctgtctcgtc 638 

ctacgtcaacacctctctccctaccttccctcaccaaatcctcagcatcccaatgacgt 697 

gcaggtttgttcggttccccttctctcctcctggccacactgcttaacttattgtagat 756 

gtgcctcgatctgcttatttgtaaaatcccaatacatgcctactccgaaaaaaaaaaaa 815 

aaaaaaaaaaaaaaaa                                            831 
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Figura 31. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº4, según el programa NetPhos 2.0. 

 

 

 

 

Figura 32. Topografía del dominio de familia de proteínas RhoGAP en la proteína deducida del grupo 

Nº4, según el programa Conserved Domain del NCBI. 

 

 

 

Predicción de segmento transmembrana según 

TM-Pred

Longitud de aas del grupo Nº 4  

 

La estructura secundaria de la proteína se puede observar en la figura 34 donde 

se encuentran hélices α, conformaciones β, regiones conectoras en giros y solo algunas 

regiones enrolladas, del mismo modo se observa mayor hidrofobicidad en el centro de 

la molécula, que se corresponde con la región transmembrana. Se buscó la posible 

estructura terciaria de la proteína con el programa Swiss-Model pero no se encontró 

ningún resultado. 

 

Superfamilia de proteína RhoGAP 

Figura 33. Predicción de segmento 
transmembrana en la secuencia 

aminoacídica deducida del clon Nº4 según 

el programa TM-Pred. 
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Figura 34. Estructura secundaria del grupo Nº4 donde se observan las regiones α-hélices, conformación 

β, conexiones en giros y regiones flexibles, así como también la hidrofilicidad, el índice antigénico y la 

probabilidad de estar en superficie. Programa Protean (Lasergene®). 

 

 

La comparación de la secuencia del grupo Nº4 con las secuencias depositadas en 

las bases de datos del NCBI/EMBL/DDBJ, permitió observar similitud con la proteína 

activadoras de GTPasa asociada a Rho de T. saginata (OCK39498.1), T. asiatica 

(OCK28379.1), E granulosus (CDS19130.1), E multilocularis (CDS37180.1), H. 

microstoma (CDS27177.1) y de S. mansoni (CCD82623.1) (Tabla 8). El alineamiento 

múltiple de la secuencia del grupo Nº4 con sus principales homólogos, evidencia que 

exite alta conservacion entre las secuencias, sin embargo la  proteina deducida del grupo 

Nº4 es más pequeña y la similitud con sus homologos es mayor en el extremo carboxi 

terminal, lugar donde se encuentra el dominio funcional RhoGAP y presenta algunos de 

los residuos de aminoacidos involucrados en la interaccion con la GTPasa (Figura 35). 

 

Tabla 7.  Similitud de la secuencia del grupo Nº4 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

 

 

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Activadora de GTPasa unida a Rho T. saginata (OCK39498.1) 99 99 

Activadora de GTPasa unida a Rho T. asiatica (OCK28379.1) 99 99 

Activadora de GTPasa unida a Rho E. granulosus (CDS19130.1) 99 99 

Activadora de GTPasa unida a Rho E. multilocularis (CDS37180.1) 99 99 

Activadora de GTPasa unida a Rho H. microstoma (CDS27177.1) 90 90 

Activadora de GTPasa unida a Rho S. mansoni (CCD82623.1) 55 56 
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Figura 35. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº4, con la proteína activadoras de GTPasa asociada a Rho de T. saginata (OCK39498.1) (RhoGAPTsag) 

de T. asiatica (OCK28379.1) (RhoGAPTa), de E granulosus (CDS19130.1) (RhoGAP.Eg), de E 

multilocularis (CDS37180.1) (RhoGAP.Em), de H. microstoma (CDS27177.1) (RhoGAP.Hm). Dentro de 

los recuadros se ubican aminoácidos involucrados en la interacción con GTPasa. 

 

 

4.4.5. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº 5  

 

La secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida se observa en la figura 36, el 

codón de inicio se ubica en la posición 24 inmediatamente después de la secuencia SL 

en el extremo 5`; el marco abierto de lectura está conformado por 636 nt seguido de una 

región no traducible de 218 pb. La cola de poli-A esta formada por 17 nt y comienza en 

la posición 861.  

 

La proteína deducida es de 211 aminoácidos con un peso molecular de 24,30 

kDa y un punto isoeléctrico de 9,43. Posee diez sitios potenciales de fosforilación en 

serina según el programa NetPhos 2.0, y no se encontraron potenciales sitios de 

miristilación, acetilación ni de glicosilación. Posee además un dominio KOW (110-175 

aas), cuya función es unir al ARN durante la traducción, dicho dominio conforma una 

familia de proteínas ribosomales L26 (Figuras 37 y 38), ortólogo a la proteína ribosomal 

bacteriana L24.  

 

No se encontró existencia de péptido señal ni segmento transmembrana. 
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Figura 36. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº5. En azul se resalta la 

secuencia SL seguido en verde el codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la cola de 

poli-A.   
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Figura 37. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida del grupo 
Nº5, según el programa NetPhos 2.0. 

      ggtcccttaccttgcaattttgt ATG AAT CCC GCC TTC CAG TTC GCC    47 
                             M   N   P   A   F   Q   F    A     8      

TAT TGG CCT CGC TAC GTG GCG CGA CTG CTG CGT TTT CGT CCC GTC    92 

 Y   W   P   R   Y   V   A   R   L   L   R   F   R   P   V     23 

TTT CGC GGT GAT CTA CAG GGC TGG TCC TTC GAG ATG GAC CGC TCC   137 

 F    R  G   D   L   Q   G   W   S   F   E   M   D   R   S     38 

ATG CCC TTC GAG TTG CCT GAC GCC AAA CCT CAC GAG TTT GCA GAG   182 

 M   P   F   E   L   P   D   A   K   P   H   E   F   A   E     53 

GAG AAG TGG CTG CCA GTG TGG CGC TTT TCG GAG CAG TCA CCG TGG   227 

 E   K   W   L   P   V   W   R   F   S   E   Q   S   P   W     68 

AAT ATC GCG AAC CGC CTC TCG GCC TCC CCC TAT CGC ACC GAC TGG   272 

 N   I   A   N   R   L   S   A   S   P   Y   R   T   D   W     83 

TGT GTT GTC CAT CCC GAC GGC AAA CGC ACT CGC GAA CAC CTC ACC   317 

 C   V   V   H   P   D   G   K   R   T   R   E   H   L   T     98 

GGC ATG AGC CCC GAG GAG CAG ACC ATC TTC AAG GGC GAT CGT GTC   362 

 G   M   S   P   E   E   Q   T   I   F   K   G   D   R   V    113 

ATT GTG CTC AAG GGA ATC AGC AGG GGC AAG ATT GGT ATT GTG AGT   407                                    

I    V   L   K   G   I   S   R   G   K   I   G   I   V   S    128 

TCG GTG ATA AAA ATG CGC AAT CTC GTC TAT GTA GAG GGC TTG AAT   452 

 S   V   I   K   M   R   N   L   V   Y   V   E   G   L   N    143 

CCC CGC TAT CGA TCC CCT GAG GGC ACC GGA CCC CTC ATT TCT GAC   497 

 P   R   Y   R   S   P   E   G   T   G   P   L   I   S   D    158 

GAG AAT TAT CTC AAA ATC GAC AAA GAG GTG GCT CTC ATT GAC CCC   542 

 E   N   Y   L   K   I   D   K   E   V   A   L   I   D   P    173 

TCT GAC AAG ACG CCC CTG CGA AGC AGT GTG GCG CTA CGA CTC CCA   587 

 S   D   K   T   P   L    R  S   S   V   A   L   R   L   P    188 

GGG GAA CCG CGT GCG CGT CTC CAA ACG CAG TGG GCA CCT ACT GCC   632 

 G   E   P   R   A   R   L   Q   T   Q   W   A   P   T   A    203 

CCT CCC CAC AGC TGC CCG CAT TCT TGA cgacctcaccgacccagtgaccgc  683                                                     

P    P   H   S   C   P   H   S   *                            211 

cgaagtgggagagaaggacactcccacagaagccgtcaccaggacaactgtggactttgt  743 

cgcaccccaacgactggagaccttcgaggaggagctgacgcggatctatgcacccgagga  803 

caagcgacagcgaatgcccactttctggtactgaatatatataagcatgtatttgtaaaa  863 

aaaaaaaaaaaaaa                                                877 
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Figura 38. Ubicación del dominio KOW_RPL26 en la secuencia aminoacídica deducida del grupo Nº5, 

según el programa Conserved Domain del NCBI. 

 

 

La estructura secundaria de la proteína se puede observar en la figura 39 donde 

existe solo una hélice α, varias conformaciones β, giros conectores y regiones 

enrolladas, del mismo modo se observan las zonas hidrofílicas, las regiones más 

propensas a estar en superficie, áreas flexibles y un alto índice antigénico a lo largo de 

toda la proteína. No se encontró un modelo de estructura tridimensional para esta 

proteína. 
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Figura 39. Estructura secundaria del grupo Nº5 donde se observan las regiones α-hélices, conformación 

β, conexiones en giros y regiones flexibles, así como también la hidrofilicidad, el índice antigénico y la 

probabilidad de estar en superficie. Programa Protean (Lasergene®). 

 

 

Al comparar la secuencia aminoacídica deducida con la base de datos de 

NCBI/EMBL/DDBJ mostró similitud con proteínas ribosomal L26 de T. asiatica 

(OCK25018.1), T. saginata (OCK41683.1), E. granulosus (CDS19963.1), E. 

multilocularis (CDI98305.1), H. microstoma (CDS28262.1) y de S. mansoni 

(CCD74992.1) (Tabla 9). Se realizó el respectivo alineamiento múltiple entre las 

secuencias con mayor similitud y la del grupo Nº5, el cual muestra un segmento 

conservado que corresponde al dominio KOW_RPL26 donde se encuentran presentes 

residuos de aminoácidos que se unen al ARN (Figura 40). 

Sitio de unión al 

ARN 
Superfamilia KOW_RPL26 
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Tabla 8.  Similitud de la secuencia del grupo Nº5 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 
 

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Proteína ribosomal L26 T. asiatica (OCK25018.1) 98 97 

Proteína ribosomal L26 T. saginata (OCK41683.1) 98 97 

Proteína ribosomal L26 E. granulosus (CDS19963.1) 94 93 

Proteína ribosomal L26 E. multilocularis (CDI98305.1) 93 92 

Proteína ribosomal L26 H. microstoma (CDS28262.1) 80 79 

Proteína ribosomal L26 S. mansoni (CCD74992.1) 57 57 
 

 

 
Figura 40. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº5, con Proteína ribosomal L26 de T. asiatica (OCK25018.1) (L26.Ta), de T. saginata (OCK41683.1) 

(L26.Tsag), E granulosus (CDS19963.1) (L26.Eg), Proteína ribosomal L26 de E multilocularis 
(CDI98305.1) (L26.Em)  y  ribosomal L26 de H. microstoma (CDS28262.1) (L26.Hm), se destaca entre 

el recuadro la secuencia que forma parte del dominio KOW_RPL26 y sombreado en gris los aminoácidos 

que se unen al ARN. 
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4.4.6. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº6  

 

La secuencia nucleotídica de este grupo se encuentra incompleta, encontrándose 

solo el extremo 5` que inicia con la secuencia SL e inmediatamente se encuentra el 

codón ATG, pero en el extremo 3` no se observa codón de parada ni cola de poli-A, por 

lo cual no fue posible determinar el marco abierto de lectura. Sin embargo, fue posible 

obtener una proteína deducida incompleta de 96 aminoácidos (Figura 41), con 6 sitios 

potenciales de fosforilación (Figura 42) y sin sitios potenciales de acetilación, 

miristilación ni fosforilación.  

 

Se encontró la presencia de un dominio funcional conocido como YjeF_N cuya 

actividad está asociada a procesos catalíticos (Figura 43). No se encontró existencia de 

péptido señal ni segmento transmembrana. 

 

 

          

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº6. Sombreado en 
azul se encuentra la secuencia SL seguido en verde del codón de inicio, en el extremo 3` la secuencia 

carece de cola de poliA por lo cual se encuentra truncada.  

      ggtcccttaccttgcaattttgt ATG TTG GTC GCT CTG TGC GCG CGT    47 
                              M   L   V   A   L   C   A   R      8 

 GTT CCT TGT TCT CTC ATA AAT TCT ACC TTT CGC TTC ACC AGA GCC    92 

  V   P   C   S   L   I   N   S   T   F   R   F   T   R   A     23 

 ATG TCC ACC AGT ATC AAA TTT CTT AGT CAG GAG GAG GCG CAG AAG   137 

  M   S   T   S   I   K   F   L   S   Q   E   E   A   Q   K     38 

 ATA GAT GAA GAA CTC TTC ACC GAA TAT GCC TTT TCA GTC GAC CAA   182 

  I   D   E   E   L   F   T   E   Y   A   F   S   V   D   Q     53 

 CTT ATG GAG CTT GCG GGT TTT AGT TGT GCT GTC GCT ATT CAT AGC   227 

  L   M   E   L   A   G   F   S   C   A   V   A   I   H   S     68 

 GCC TAT CCT CGA TCT TCA ATG AAG ACT TCA GAT GGT GGA GTT TTG   272 

  A   Y   P   R   S   S   M   K   T   S   D   G   G   V   L     83 

 ATC TGT TGT GGT CCT GGG AAT AAC GGT GGT GAT GGA TTG ---       311 

  I   C   C   G   P   G   N   N   G   G   D   G   L  …          96 

 



 

52 

 

Posición de la secuencia

P
o
te
n
c
ia
l
F
o
sf
o
ri
la
ci
ó
n

Punto de corte

Serina

Treonina

Tirosina

Posición de la secuencia

P
o
te
n
c
ia
l 
 d
e
 N
-g
li
c
o
si
la
c
ió
n

Punto de corte

Potencial

 
 

Figura 42. Aminoácidos potenciales a fosforilación (A) y a N-glicosilación (B) en la secuencia 

aminoacídica deducida del grupo Nº6, según el programa NetPhos 2.0 y NetNGlyc 1.0. 
 

 

 
 

 
 

Figura 43. Ubicación del Dominio YjeF_N en la secuencia aminoacídica deducida del grupo Nº6, según 

el programa Conserved Domain del NCBI. 
 

 

 

La estructura secundaria de la proteína se puede observar en la figura 44 donde 

existen 3 posible hélices α y algunas pocas conformaciones β y giros conectores, del 

mismo modo se observa las zonas hidrofílicas, algunas zonas flexibles, áreas más 

propensas a estar en superficie y alto índice antigénico en los extremos de la proteína.  

 

La estructura tridimensional muestra similitud (70%) con proteínas de unión a 

apoAI (AI-BP) de ratón (2o8n.1.A) según el programa Swiss-Model, la posible 

estructura se observa en la figura 45.  

Superfamilia YjeF_N 

A 

B 
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Figura 44. Estructura secundaria del grupo Nº6 donde se observan las regiones α-hélices, conformación 

β, conexiones en giros y regiones flexibles, así como también la hidrofilicidad, el índice antigénico y la 

probabilidad de estar en superficie. Programa Protean (Lasergene). 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

Al comparar la secuencia aminoacídica deducida con las secuencias depositadas 

en las bases de datos del NCBI/EMBL/DDBJ, se observó similitud con proteínas de 

unión a apolipoproteína AI de T. saginata (OCK37036.1), T. asiatica (OCK25545.1), E. 

granulosus (CDS24247.1), E. multilocularis (CAX16804.1), H. sapiens (CAC86580.1) 

y en menor grado con el dominio N-terminal YjeF_N de S. mansoni (CCD75736.1) 

(Tabla 10). El alineamiento múltiple de secuencia se realizó con las dos primeras 

secuencias nombradas anteriormente ya que fueron con las que presentó mayor 

porcentaje de similitud, se muestra un segmento conservado que corresponde al 

dominio YjeF_N, del mismo modo puede apreciarse que este segmento se encuentra 

truncado en esta molécula  (Figura 46). 

 

 

Figura 45. Estructura tridimensional de la 

proteína truncada deducida Nº6, homóloga a 

proteína de unión a apoAI (AI-BP) de ratón 

(2o8n.1.A) según el programa Swiss-Model 
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Tabla 9.  Similitud de la secuencia del grupo Nº6 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

  

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

De unión a apolipoproteína AI  T. saginata (OCK37036.1) 98 97 

De unión a apolipoproteína AI  T. asiatica (OCK25545.1) 97 96 

De unión a apolipoproteína AI E. granulosus (CDS24247.1) 94 94 

De unión a apolipoproteína AI  E. multilocularis (CAX16804.1) 86 86 

De unión a apolipoproteína AI  H. sapiens (CAC86580.1) 64 71 

N-terminal YjeF_N S. mansoni (CCD75736.1) 70 70 

 

 

 

 
 

 
Figura 46. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida incompleta 

del grupo Nº6 con la proteína de unión a Apolipoproteína AI de T. saginata (OCK37036.1) 

(PUA.AI.Tsag) y de T. asiatica (OCK25545.1) (PUA.AI.Ta). Subrayado se destacada la secuencia que 

forma parte del dominio YjeF_N 

 

 

 

4.4.7. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº7  

La secuencia aminoacídica deducida del grupo Nº7 se observa en la figura 47, 

donde también se observa el codón de inicio en la posición 31 que se ubica 7 nt después 

de la secuencia SL de 23 nt en el extremo 5`. El marco abierto de lectura está 

conformado por 492 nt seguido de una región no traducible de 95 pb. La cola de poli-A 
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esta formada por 20 nt y comienza en la posición 597. La proteína deducida es de 163 

aminoácidos con un peso molecular de 18,35 kDa y un punto isoeléctrico de 9,461.  

Posee 6 sitios potenciales de fosforilación (Figura 48), un sitio potencial para 

acetilación en S2 según los programas NetPhos 2.0  y NetAcet 1.0 server 

respectivamente y no se encontraron posibles sitios para miristilación ni glicosilación. 

Posee además un dominio NDK (Nucleosido Difosfato Kinasa) que se extiende desde el 

aminoácido 7 hasta el 152 (Figura 49) y cuya función es la síntesis de nucleosidos 

trifosfato, dicho dominio conforma una familia de proteínas denominadas NDK. No se 

encontraron resultados de existencia de péptido señal ni segmento transmembrana. 

 

           ggtcccttaccttgcaattttgtatgctgc ATG TCG GCG GGA CAA  45 
                                          M   S   A   G   Q    5 

CGT CTC ACT TTG GCC ATT TTC AAA CCT GAC GTG CAG CGA ATT GGA   90 

 R   L   T   L   A   I   F   K   P   D   V   Q   R   I   G    20 

GTC TAC CGT CAG TAC GCG GAA GAG GCC ATT CGA GGG ATT GGT TTG  135 

 V   Y   R   Q   Y   A   E   E   A   I   R   G   I   G   L    35 

GAA CCA CTG GTC CAC CGC GAG TTC CGT ATG TCT CGA GGA CGC GCG  180 

 E   P   L   V   H   R   E   F   R   M   S   R   G   R   A    50 

GAG GCC TTT TAT GCT GCA CAC CGA GGT GGT CTA GTG TTT TCC TTT  225 

 E   A   F   Y   A   A   H   R   G   G   L   V   F   S   F    65 

TCT GCC CTC CCA AAC CCA GGA AAA TTC TTC TAC CAG CGT CTC GTC  270 

 S   A   L   P   N   P   G   K   F   F   Y   Q   R   L   V    80 

AAC TAC ATG ATC GCC GGT CCG ATT GGT GTA TAC GTG CTG GCT GGC  315 

 N   Y   M   I   A   G   P   I   G   V   Y   V   L   A   G    95 

GAA TCG GCC GTT TCG AAG TGG CGA GAA CTC ATT GGT CCA ACC AAA  360 

 E   S   A   V   S   K   W   R   E   L   I   G   P   T   K   110 

ACC TAT AGA ACC GTG ATT TTT CAA CCA GCC AGC CTT CGA GGG TGT  405 

 T   Y   R   T   V   I   F   Q   P   A   S   L   R   G   C   135 

TTC GGT CTA ACT GAC ACA CGC AAT GGT TTT CAT GGT TCA GAT GGT  450 

 F   G   L   T   D   T   R   N   G   F   H   G   S   D   G   140 

GAT GAG TCG GCG AAG GAG GAA ATC AAA TTC TTC TTT CCT GAC TTC  495 

 D   E   S   A   K   E   E   I   K   F   F   F   P   D   F   145 

GAC TTC ACT CTT AAA GAC AAG GTT TGA cgcctaactcttggaaggtgtcac 546 

 D   F   T   L   K   D   K   V   *                           163 

Tatgactggttgaaggcctctttaatagatctaaaagtcttccggctgaaaaaaaaaaaa 606 

aaaaaaaaaaa                                                   

 
Figura 47. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc del grupo Nº7. En azul se resalta la 

secuencia SL, en verde el codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la cola de poli-A 
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Figura 48. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida del grupo 
Nº7, según el programa NetPhos 2.0. 

  

  

Figura 49. Ubicación del dominio NDK en la secuencia aminoacídica deducida del grupo Nº7, según el 

programa Conserved Domain del NCBI. 

 

 

La estructura secundaria predicha según el programa Protean (Lasergene®) 

puede visualizarse en la figura 50, donde se muestran estructuras en hélices α, 

conformaciones β, algunos giros conectores y regiones, también se muestra el grado de 

hidrofilicidad, flexibilidad, antigenicidad y la posibilidad de encontrarse en superficie. 

La estructura tridimensional muestra similitud (34,8%) con la enzima nucleosido 

disfosfato quinasa de H. quadrata (2zua.2) según el programa Swiss-Model (Figura 51). 

 

Hélices a

Conformación  ß

Hidrofilicidad

Flexibilidad

Antigenicidad

Superficie

Giros

Regiones Enrolladas

 

Figura 50. Estructura secundaria de la proteína deducida del grupo Nº7 donde se observan las regiones 

hélices α, conformación β, giros, zonas flexibles, hidrofílicas y con posibilidad de estar expuestas a 

superficie. Programa Protean (Lasergene®). 
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Al comparar la secuencia aminoacídica deducida con las depositadas en las 

bases de datos del NCBI/EMBL/DDBJ se observó similitud con proteínas nucleosido 

difosfato kinasa (NDK) de T. asiatica (OCK18630.1), E. multilocularis (CDJ06377.1), 

T. solium (CAD21552.1), H. microstoma (CDS29218.1) y de S. mansoni (CCD59864.1) 

(Tabla 11).  

 

Se realizó el alineamiento múltiple de secuencia con nucleosido disfosfato 

kinasa (NDK) de T. asiatica (OCK18630.1) y de E. multilocularis (CDJ06377.1) de 

mayor similitud con la secuencia del grupo Nº7, y se observó un alto grado de 

conservación entre las secuencias homólogas, solo difieren en dos aminoácidos con la 

primera y en 16 con la segunda. Se observó la presencia de aminoácidos conservados 

ubicados en el sitio activo involucrado en la catálisis y otros involucrados en la 

interacción de interface multimérica (Figura 52). 

 

 

Tabla 10.  Similitud de la secuencia del grupo Nº7 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

 

   

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Nucleosido difosfato kinasa T. asiatica (OCK18630.1) 91 91 

Nucleosido difosfato kinasa E. multilocularis (CDJ06377.1) 82 82 

Putativa nucleosido difosfato 

kinasa 
T. solium (CAD21552.1) 71 71 

Nucleosido difosfato kinasa   H. microstoma (CDS29218.1) 67 67 

Nucleosido difosfato kinasa S. mansoni (CCD59864.1) 57 57 

 

Figura 51. Estructura tridimensional de la proteína 

deducida Nº7, homóloga al monómero de 

nucleosido disfosfato kinasa (NDK) de Haloarcula 

quadrata (2zua.2) según el programa Swiss-

Model. 
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Figura 52. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº7, con las secuencias de las proteínas que presentaron mayor similitud; nucleosido difosfato kinasa T. 

asiatica (OCK18630.1) y de E. multilocularis (CDJ06377.1). Aminoácidos dentro de los recuadros rojos 

son sitios activos y fosforilados durante la catálisis. Aminoácidos dentro de los recuadros verdes son 

sitios de interacción interfase multimérica. 

 

 

4.4.8. Análisis de la secuencia consenso del grupo Nº8  

 

La secuencia nucleotídica está formada por 605 nt, el codón de inicio se ubica en 

la posición 40, 16 nt después de la secuencia SL en el extremo 5`; el marco abierto de 

lectura está conformado por 327 nt seguido de una región no traducible de 239 pb. La 

cola de poli-A esta formada por 28 nt y comienza en la posición 577 (Figura 53).  

 

La proteína deducida es de 108 aminoácidos con un peso molecular de 12,51 

kDa y un punto isoeléctrico de 11,434.  Posee cuatro sitios potenciales de fosforilación 

según el programa NetPhos 2.0 (Figura 54), no se encontraron sitios potenciales para 

miristilación, glicosilación ni acetilación.  

 

Posee también un segmento transmembrana que es considerado péptido señal 

cuyo clivaje ocurre entre los aminoácidos 23 y 24 (Figura 55), por lo que probablemente 

esta sea una proteína de excreción/secreción.  
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Figura 53. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida del ADNc del grupo Nº8. En azul se resalta 

la secuencia SL, en verde el codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la cola de poli-A. 
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Figura 54. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida del grupo 

Nº8, según el programa NetPhos 2.0. 
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Predicción péptido señal según SignalP 4.1 Predicción péptido señal según “DAS” TM-

Prediction

Longitud de aas del grupo Nº8 Secuencia de aas del grupo Nº8  

Figura 55. Predicción de segmento transmembrana y péptido señal por los programas “DAS” 

Transmembrane Prediction Sserver y SignalP 4.1 Server en la secuencia aminoacídica del grupo Nº8. 

 

 

La estructura secundaria deducida de la proteína del grupo Nº8 muestra que está 

formada por tres hélices α y una conformación β y algunos giros conectores; la primera 

hélice α corresponde a una hélices transmembrana y posterior a esta la proteína tiene 

altas posibilidades de encontrarse en superficie, con alto índice de hidrofilicidad, y de 

antigenicidad, además de amplias zonas flexibles lo que indica la posibilidad de que sea 

una proteína antigénica de excreción/secreción (Figura 56). No se encontró un modelo 

de estructura tridimensional para esta proteína. 
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Figura 56. Estructura secundaria de la proteína deducida del grupo Nº8 donde se observan las regiones 

hélices α, conformación β, giros, zonas flexibles, así como también, las zonas hidrofílicas y con 

posibilidad de estar expuestas en superficie. Programa Protean (Lasergene®). 

 

 

Al comparar la secuencia aminoacídica deducida con las depositadas en las 

bases de datos del NCBI/EMBL/DDBJ se observó similitud con proteínas hipotéticas de 
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T. solium (CAD21546.1), T. asiatica (OCK22069.1), T. saginata (OCK35157.1), E. 

granulosus (CDS23826.1) y E. multilocularis (CDI99643.1) (Tabla 12). Se realizó el 

alineamiento múltiple de secuencias entre las secuencias antes mencionadas con la 

secuencia del grupo Nº8, y se observó un alto grado de conservación con la proteína de 

la misma especie, mientras que presentó un grado medio de conservación con las 

secuencias de los organismos cercanos (Figura 57). No se encontró un modelo de 

estructura tridimensional para esta proteína. 

 

 

 

Tabla 11.  Similitud de la secuencia del grupo Nº8 con las depositadas en los bancos de 

datos (GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

   

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Proteína Hipotética T. solium (CAD21546.1) 99 99 

Proteína Hipotética T. asiatica (OCK22069.1) 86 86 

Proteína Hipotética  T. saginata (OCK35157.1) 85 84 

Proteína deducida E. granulosus (CDS23826.1) 70 70 

Proteína deducida  E. multilocularis (CDI99643.1) 70 70 

 

 

10 20 30 40 50
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

aasclon8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

PH.Ts - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

PH.Ta M T G I L A I C S G C A I D V A K L R M Y H F H S D V N G V I G S S A G C K Q A A V N T T V D E S R 50

PH.Tsag M T G I L A I C S G C A I D V A K P R M Y H F H S D V N G V I G S S A G C K Q A A V N T T V D E S R 50

PEx.Eg - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

PEx.Em - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

60 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

aasclon8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

PH.Ts - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

PH.Ta M P I G R C S D E V A L P L V GW D V R P I Q V L H N T H E D A S R G R R G I V A C I R L S E E V S 100

PH.Tsag M P I G R C S D E V A L P L V GW D V R P I Q V L H N T H E D A S R G R R G I V A C I R L S E E V S 100

PEx.Eg - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

PEx.Em - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

110 120 130 140 150
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

aasclon8 - - - M R A W I L C A L V I A A L V A C F Q L A E A K P A V T I D R A P H D L D V S - G G G D K E I 46

PH.Ts - - - . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . 46

PH.Ta S S K . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . E . G - . . . G . . . 149

PH.Tsag S S K . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . E . G - . . . G . . . 149

PEx.Eg - - - . . K . . . . . . A V V . . I . . . E . . . . . . . A . M V K . . . . . Q . G E . . . . T . V 47

PEx.Em - - - . . K . . . . . . A V V . . I . . . E . . . . . . . A . M V K . . . . . Q . G E . . . . T . V 47

160 170 180 190 200
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

aasclon8 E G R P K K Q R R K K S G K Y G Q N R G K L N Q R R Q K P R R R R F K R P R S V E D D R K R G R K - 95

PH.Ts . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 95

PH.Ta . . K . R R H . . . . G . . H . . . . . . . . . . . P . . . . . . . . K L . C E T F R S F S . K D P 199

PH.Tsag . . K . R R H . . . . G . . H . . . . . . . . . . . P . . . . . . . . K L . C K T F R S S S . K D P 199

PEx.Eg D S . S . . H . G . . G . . R N P . . . . . K P . S . . . K . . . . . K . . . . . . . . . . . K . - 96

PEx.Em D S . . . . H . G . . G . . R N P . . . . . K P . S . . L K . . . . . K . . . . . . . . . . . K . - 96

210 220 230
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

aasclon8 - - C E N G K R G R N - - - - - - - - - - - - - - - - C K R Q - - - - - - 108

PH.Ts - - . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . - - - - - - 108

PH.Ta R F L P . . T Q . D S - D P L H E N D A L Q Q G P V F . P K E V R I A F T 235

PH.Tsag R F L P . . T Q . D S Q D P L H E N D A L Q Q G P V F . P K E V R I A F T 236

PEx.Eg - - . A G . . . . K . - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . - - - - - - 109

PEx.Em - - . A A . . . . K . - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . - - - - - - 109
 

 

 

Figura 57. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida del grupo 
Nº8, con la secuencia de las proteínas hipotéticas de T. solium (CAD21546.1) (PH.Ts), T. asiatica 

(OCK22069.1) (PH.Ta), T. saginata (OCK35157.1) (PH.Tsag), y con la proteína expresada de E. 

granulosus (CDS23826.1) (PEx.Eg) y de E. multilocularis (CDI99643.1) (PEx.Em). 
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4.4.9. Análisis de la secuencia Nº9  

 

La secuencia nucleotídica está formada por 1190 nt, el codón de inicio se ubica 

en la posición 29, 5 nt después de la secuencia SL en el extremo 5`. El marco abierto de 

lectura está conformado por 1077 nt seguido de una región no traducible de 57 pb. La 

cola de poli-A esta formada por 33 nt y comienza en la posición 1157. La proteína 

deducida es de 358 aminoácidos con un peso molecular de 38,88 kDa y un punto 

isoeléctrico de 4,899 (Figura 58).  

 

La secuencia aminoacídica deducida posee 7 sitios potenciales a fosforilación 

(Figura 59), cabe destacar que según el programa Motif Scan la treonina de la posición 

174 es un posible sitio de fosforilación por quinasas específicas, conocidas como ATM 

quinasa (Ataxia Telangiectasia Mutated, siglas en inglés) que son proteínas 

serina/treonina quinasas que se reclutan y activan cuando existe algún daño en el ADN 

de doble hélice originando el final del ciclo celular y la apoptosis. No se encontraron 

sitios potenciales para acetilación, miristilación ni glicosilación. La secuencia además 

contiene dos dominios de repetición HEAT, que presenta baja similitud de secuencia, 

pero considerable semejanza estructural, que involucra pequeñas repeticiones en hélices 

(Figura 60). No se encontraron resultados de existencia de péptido señal ni segmento 

transmembrana. 

 

 La estructura secundaria de la proteína se puede observar en la figura 61 donde 

básicamente está formada solo por hélices α y algunas pocas conformaciones β y giros 

conectores, del mismo modo se observan las zonas hidrofílicas, flexibles, las zonas más 

propensas a estar en superficie y el índice antigénico. La estructura tridimensional 

muestra similitud (41%) con la enzima deoxipusina hidroxilasa de humano (4d50.1) 

según el programa Swiss-Model (Figura 62), donde se observa las repetición de hélices 

que caracterizan al dominio HEAT. 
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        ggtcccttaccttgcaattttgtatgac ATG CCT CCT GTT GCG AAG     46 
                                     M   P   P   V   A   K       6 

CCG CAT GCT GTC TCC GAA GAA GAG TTG CGC ACT TGG GGC GTT AAG     91 

 P   H   A   V   S   E   E   E   L   R   T   W   G   V   K      21 

ATC CGT GAC CCC ACG GTG CCT CTT GTG GAA CGC GCT CAT GCA ATG    136 

 I   R   N   P   T   V   P   L   V   E   R   A   H   A   M      36 

TGG GGT CTA CGC CAC GCG CGG GAG CCC CTT GCC ACA CAC CTA CTG    181 

 W   G   L   R   H   A   R   E   P   L   A   T   H   L   L      51 

GCT GCC TAC GTG ACC GAA GTC GTC CCC CCG GAA CCG TCC TCT AAC    226 

 A   A   Y   V   T   E   V   V   P   P   E   P   S   S   N      66 

GCC TTA CTC CAA CAC GAG GCC GCT TAC TGT CTG GGT CAG CGA GGC    271 

 A   L   L   Q   H   E   A   A   Y   C   L   G   Q   R   G      81 

GAC CCT TCG GCT GTC CCC GAT CTT GAA GCC GCA CTG AGA GAT TCT    316 

 D   P   S   A   V   P   D   L   E   A   A   L   R   D   S      96 

CGA CAC GAG CCC ATT GTG CGT CAC GAG GCC GCA GAG GCC CTG GCC    361 

 R   H   E   P   I   V   R   H   E   A   A   E   A   L   A     111 

GCC CTT GCC TCC GCA CCT GGA GTG GAT GTG GAG CAT ATC AAG AGA    406 

 A   L   A   S   A   P   G   V   D   V   E   H   I   K   R     126 

GTG CTG ACG GAA TTT CGC GGC ATC GAC ATC GTT GTG GTC GCT GAG    451 

 V   L   T   E   F   R   G   I   D   I   V   V   V   A   E     141 

ACA TGC GAA ATC GGT CTG GGT CGC ATC GCC TGG CTC CAG CAG CCC    496 

 T   C   E   I   G   L   G   R   I   A   W   L   Q   Q   P     156 

AAC AAG GCA CCT GAT CCT GCA GCG ATG TGC GCC GAG GCA GAG TTT    541 

 N   K   A   P   D   P   A   A   M   C   A   E   A   E   F     171 

CCC AAC ACC ATC GAC CCT TCG CCC GCC TTC GAG CCT GAC TCC ACG    586 

 P   N   T   I   D   P   S   P   A   F   E   P   D   S   T     186 

TTC AGT GTG GCA GAG CTA CGT CGC ATC CTC CTC TCT CCC TCG TCT    631 

 F   S   V   A   E   L   R   R   I   L   L   S   P   S   S     201 

TCT CTC TTC GCT CGT TAC CAA GCT CTC TTC TCC CCT TCG CAA CGC    676 

 S   L   F   A   R   Y   Q   A   L   F   S   P   S   Q   R     216 

TGC TGT AGT CTC TGC TTA CGA CTC TAC TTC GCC ATC GCC ACA TTT    721 

 C   C   S   L   C   L   R   L   Y   F   A   I   A   T   F     231 

CTC TTA GAG GTT GTG GAA ACC CTC TCC GAG TCG TTG GCT GCC CCG    766 

 L   L   E   V   V   E   T   L   S   E   S   L   A   A   P     246 

GGC TCC GCA CAA TTT CGT CAC GAG GTG GCT TTC ATC CTT GGA CAG    811 

 G   S   A   Q   F   R   H   E   V   A   F   I   L   G   Q     261 

CTT AGC ATC ACT CGA ACT GGC AAC CCC TTG ATT GAG CGA CTG AAT    856 

 L   S   I   T   R   T   G   N   P   L   I   E   R   L   N     276 

GAT CGC CAG GAG GCT CCC ATG GTT CGT CAT GAG GCG GCT ATG GCA    901 

 D   R   Q   E   A   P   M   V   R   H   E   A   A   M   A     291 

TTA GGA GAG GTG GCA GGA GCT GCC GAA GCT GAG GAA GGT GAT GGT    946 

 L   G   E   V   A   G   A   A   E   A   E    E  G   D   G     306 

AGC GAG AAC TCT TTG GCC ATA AGG GCA CGT CAA CCC CTA CTC ATG    991 

 S   E   N   S   L   A   I   R   A   R   Q   P   L   L   M     321 

GGA TGT AAG GAC CCC GAA CCG GTT GTG CGG GAC TCC TGT GCT CTG   1036 

 G   C   K   D   P   E   P   V   V   R   D   S   C   A   L     336 

GCT CTT GAT ATG GCC GAC TAT GTG GCC TCA AAT GAC CGA TTC CAA   1081 

 A   L   D   M   A   D   Y   V   A   S   N   D   R   F   Q     351 

TTT GCT GAG GTG CCT ACG TGT TAA ggtggacatttgtgtgaattttgctaa   1132 

 F   A   E   V   P   T   C  *                                 358 

gaaatacactaggtaatagggtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa    1190  
 

Figura 58. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc de la secuencia Nº9. Sombreado en 

azul se encuentra la secuencia SL, en verde el codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo la 

cola de poli-A.   
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Figura 59. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida de la 

secuencia Nº9, según el programa NetPhos 2.0. 

 

 

 

Figura 60. Ubicación de los Dominios HEAT en la secuencia aminoacídica deducida de la secuencia 

Nº9, según el programa Conserved Domain del NCBI. 
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Figura 61. Estructura secundaria de la proteína deducida de la secuencia Nº9 donde se observan las 

regiones hélices α, conformación β, giros, flexibles, así como también las zonas hidrofílicas y con 

posibilidad de estar expuestas en superficie. Programa Protean (Lasergene®). 
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Al comparar la secuencia aminoacídica deducida con las de las bases de datos 

del NCBI/EMBL/DDBJ se observó similitud con enzimas de tipo hidroxilasa-

monooxigenasa de T. asiatica (OCK25463.1), T. saginata (OCK38643.1), E. 

multilocularis (CUT99304.1), E. granulosus (CDS18585.1), H. microstoma 

(CDS31349.1) y S. mansoni (CBI71140.1) (Tabla 13). Se realizó alineamiento múltiple 

de secuencia entre las 4 primeras moléculas antes señaladas y la secuencia Nº9, y se 

observa un alto grado de conservación entre las secuencias y semejanza en la longitud 

de las mismas (Figura 63). 

 

 

 

Tabla 12.  Similitud de la secuencia Nº9 con las depositadas en los bancos de datos 

(GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

 

   

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Hidroxilasa-monooxigenasa  T. asiatica (OCK25463.1) 90 90 

Hidroxilasa-monooxigenasa  T. saginata (OCK38643.1) 85 86 

Hidroxilasa-monooxigenasa  E. multilocularis (CUT99304.1) 83 83 

Hidroxilasa-monooxigenasa  E. granulosus (CDS18585.1) 83 83 

Hidroxilasa-monooxigenasa  H. microstoma (CDS31349.1) 71 72 

Hidroxilasa-monooxigenasa  S. mansoni (CBI71140.1) 46 46 
 

Figura 62. Estructura tridimensional de 
la proteína deducida Nº9, semejante a una 

enzima de deoxipusina hidroxilasa de 

humano (4d4z.2) según el programa 

Swiss-Model 
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Figura 63. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida de la 

secuencia Nº9, con las secuencias de las proteínas hidroxilasa-monooxigenasa de T. asiatica 

(OCK25463.1) (Hidrox.Ta), T. saginata (OCK38643.1) (hidrox.Tsag), E. multilocularis (CDJ01643.1) 

(hidrox.Em) y de E. granulosus (CDS18585.1) (hidrox.Eg). 
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4.4.10. Análisis de la secuencia Nº10  

La secuencia nucleotídica Nº10 está conformada por 560 nt, presenta en extremo 

5` la secuencia SL de 23 nt seguida por el codón de inicio en la posición 24, el marco 

abierto de lectura está integrado por 315 nt seguido se encuentra una región no 

traducible de 222 nt donde se encuentra la cola de poli-A de 45 nt en el extremo 3`. La 

proteína deducida contiene 104 aa, con un peso molecular de 12,16 kDa y un punto 

isoeléctrico de 8,949 (Figura 64).   

 

La proteína presenta 8 sitios potenciales de fosforilación (Figura 65), no se 

encontraron sitios potenciales para acetilación, miristilación ni glicosilación. Se 

encontró según el programa “DAS”, un segmento transmembrana de aproximadamente 

20 aminoácidos en el extremo amino de la proteína (figura 66); aunque no fue predicho 

ningun peptido señal, ni presencia de dominio funcional en la secuencia. 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 64. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc de la secuencia Nº10. Sombreado 

en azul se encuentra la secuencia SL, seguido en verde del codón de inicio, en rojo el codón de parada y 

en amarillo la cola de poli-A.  
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Figura 65. Aminoácidos potenciales a fosforilación (A) y a N-glicosilación (B) en la secuencia 

aminoacídica deducida de la secuencia Nº10, según el programa NetPhos 2.0 y NetNGlyc 1.0. 

 

 

 

     

 

Figura 66. Predicción de segmento transmembrana con el programas “DAS” Transmembrane Prediction 

Server en la secuencia aminoacídica de la secuencia Nº10. 
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La estructura secundaria de la proteína deducida refleja que está conformada por 

3 hélices α y 3 conformaciones β y algunos otros giros y regiones enrolladas, en gran 

proporción de la molécula se observa alto grado hidrofílico y de antigenicidad y varias 

zonas flexibles.  

 

Al comienzo de la molécula aproximadamente en los primeros 15 aminoácidos 

se observa un bajo índice hidrofílico con baja probabilidad de estar en superficie, 

característica indicativa de un posible péptido señal (Figura 67), resultado que coincide 

con el mostrado con el programa “DAS”-transmembrane prediction server, aunque no 

fue predicho ningun peptido señal. No se encontró un modelo de estructura 

tridimensional para esta proteína. 
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Figura 67. Estructura secundaria de la proteína deducida de la secuencia Nº10 donde se observan las 

regiones hélices α, conformación β, giros, zonas flexibles, así como también las áreas hidrofílicas y con 

posibilidad de estar expuestas en superficie. Programa Protean (Lasergene®). 
 

La comparación de la secuencia Nº10 con las de las bases de datos del 

NCBI/EMBL/DDBJ permitió observar similitud con la proteína hipotética de T. solium 

(CAD21553.1), con la subunidad inhibidora de fosfatasa 1 de T. asiatica 

(OCK20519.1), E. granulosus (EUB60723.1) E multilocularis (CUT99660.1) y H. 

microstoma (CDS29831.2) (Tabla 14).  

 

El alineamiento múltiple de la secuencia del grupo Nº10 se realizó con la 

proteína hipotética de T. solium (PH.Ts) (CAD21553.1) de mayor similitud, con la que 

se obtuvo 100% de coincidencia, sin embargo la secuencia Nº10 tiene 14 aminoácidos 

N-terminal más que la proteína homóloga (Figura 68).  
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Tabla 13.  Similitud de la secuencia Nº10 con la depositada en los bancos de datos 

(GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

 

   

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Proteína hipotética T. solium (CAD21553.1) 100 100 

Subunidad inhibidora de 

fosfatasa 1 
T. asiatica (OCK20519.1) 63 84 

Subunidad inhibidora de 

fosfatasa 1 
E. granulosus (EUB60723.1) 72 72 

Subunidad inhibidora de 

fosfatasa 1  
E. multilocularis (CUT99660.1) 69 69 

Subunidad inhibidora de 

fosfatasa 1  
H. microstoma (CDS29831.2) 59 59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.11. Análisis de la secuencia Nº11  

 

La secuencia nucleotídica Nº11 está conformado por 371 nt, presenta en el 

extremo 5` la secuencia SL de 23 nt, separado del codón de inicio por 55 nt ubicándose 

en la posición 78. El marco abierto de lectura está integrado por 216 nt, seguido se 

encuentra una región no traducible de 78 nt donde se encuentra la cola de poli-A de 19 

nt en el extremo 3`. 

 

 La proteína deducida contiene 71 aas, con un peso molecular de 7,95 kDa y un 

punto isoeléctrico de 11,055 (Figura 69). La proteína presenta 5 sitios potenciales de 

fosforilación (Figura 70), 2 posibles segmentos transmembrana (Figura 71) y no se 

encontraron sitios probables para miristilación, acetilación, glicosilación ni presencia de 

péptido señal.  

10 20 30 40 50
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

aasclon10 M L E I V E L L V S Y V A D M E A T T T S G Q S V D T L C D S K E F Q E K L K E V WD R R E E L R C 50
PH.Ts - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

60 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

aasclon10 A V K Q N N A V Q N F T R S Y G S S R R K N L M P R S G GWW S L Q T V G Q R D A Q K S L Q L S R R 100
PH.Ts . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

. . . .

aasclon10 Q W F H 104
PH.Ts . . . . 90

 
 

Figura 68. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida de la 

secuencia Nº10, con la proteína que presentó mayor similitud en la base de datos; Proteína hipotética 

de T. solium (CAD21553.1) (PH.Ts). 
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Figura 69. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida de ADNc de la secuencia Nº11. Sombreado 

en azul se encuentra la secuencia SL, en verde el codón de inicio, en rojo el codón de parada y en amarillo 

la cola de poli-A.  
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Figura 70. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida de la 

secuencia Nº11, según el programa NetPhos 2.0. 
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Figura 71. Predicción de segmentos transmembrana con el programas “DAS” Transmembrane 

Prediction Server en la secuencia aminoacídica de la secuencia Nº11. 



 

72 

 

En cuanto a la estructura secundaria está formada por dos hélices α, tres 

conformaciones β y 4 giros conectores, presenta alto índice antigénico en algunas zonas 

de la proteína y bajo índice hidrofílico y pocas probabilidades de estar en superficie en 

las regiones señaladas como posible segmentos transmembrana por el programa “DAS” 

(Figura 72). No se encontró un modelado de estructura tridimensional para esta 

proteína. 
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Figura 72. Estructura secundaria de la proteína deducida de la secuencia Nº11 donde se observa las 

regiones hélices α, conformación β, giros, flexibles, así como también las zonas hidrofóbicas y con 

posibilidad de estar expuestas a superficie. Programa Protean (Lasergene). 
 

 

La comparación de la secuencia aminoacídica Nº11 con las depositadas en las 

bases de datos del NCBI/EMBL/DDBJ permitió observar similitud con una proteína 

expresadas de E. granulosus (CDS24779.1) y E multilocularis (CDS24779.1), sin 

embargo al hacer la comparación con la secuencia en nucleótidos, se observa similitud 

con otras proteínas expresadas de organismos del mismo género, tales como T. asiatica 

(OCK22956.1) y T. saginata (OCK36624.1), así como también, se observa similitud 

con una subunidad 6B de la proteína Citocromo C Oxidasa de E. granulosus 

(EUB56199.1) y S. japonicum (CAX75822.1) (Tabla 15).  

 

El alineamiento múltiple de la secuencia Nº11 se realizó con las dos primeras 

secuencias mencionadas anteriormente y muestra gran variación entre las moléculas, 

tanto en el tamaño como en la similitud (Figura 73). 
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Tabla 14.  Similitud de la secuencia Nº11 con las depositadas en los bancos de datos 

(GenBank), tanto en nucleótidos (nt), como en secuencia de aminoácidos (aa). 

   

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Proteína deducida  T.asiatica (OCK22956.1) 99 - 

Proteína deducida T.saginata (OCK36624.1) 98 - 

Citocromo c oxidasa subunidad 

6B  
E. granulosus (EUB56199.1) 

97 - 

Citocromo c oxidasa subunidad 

6B 
S. japonicum (CAX75822.1) 

59 - 

Proteína expresada E. granulosus (CDS24779.1) 62 72 

Proteína expresada E. multilocularis (CDS24779.1) 60 71 

 

 
 
Figura 73. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida Nº11, con 

las secuencias homólogas de mayor similitud, proteína expresada de E. granulosus (CDS24779.1) y 

proteína expresada de E. multilocularis (CDS24779.1). 

 

 

4.4.12. Análisis de la secuencia Nº12  

 

La secuencia nucleotídica Nº12 está truncada, se tiene un extremo 5`terminal de 

461 nt, en donde se encuentra la secuencia SL y un codón de inicio separada por 14 nt 

del SL; el marco abierto de lectura no puede ser determinado ya que no se cuenta con la 

parte central de la molécula (de aproximadamente 240 nt), se tiene un extremo carboxilo 

terminal de 442 nt donde se observa el codón de parada y una cola de poli A de 24 nt.   
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La secuencia aminoacídica deducida refleja una proteína incompleta de 253 aas 

(faltando aproximadamente 88 aas centrales) (Figura 74 y 75) con varios aminoácidos 

potenciales a fosforilación (Figura 76). Ssegún el programa Motif Scan una serina 

ubicada en la posición 46 es un sitio de acción para AMP-quinasas, una enzima 

perteneciente a la familia de las serina/treonina quinasas y que regula su acción en base 

a los niveles intracelulares de AMP/ATP.  

 

No se encontraron sitios potenciales de miristilación, activación, ni glicosilación. 

La proteína contiene además un dominio funcional conocido como COQ9 en el extremo 

carboxilo terminal de 79 aas de longitud y cuya función está relacionada con la síntesis 

de ubiquinona (Figura 77). No se encontraron resultados de existencia de péptido señal, 

ni segmentos transmembrana. 

 

 

 

Figura 74. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida del ADNc Nº12 Molécula truncada. 

(Zona 5´ y amino Terminal).  Sombreado en azul se encuentra la secuencia SL y en verde del codón 

de inicio. 
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Figura 75. Secuencia nucleotídica y aminoacídica deducida del ADNc Nº12. Molécula truncada (Zona 3´ 

y Carboxi Terminal). Sombreado en rojo se encuentra el codón de parada y en amarillo la cola de poli-A.  
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Figura 76. Aminoácidos susceptibles a fosforilación en la secuencia aminoacídica deducida Nº12, según 
el programa NetPhos 2.0. 

  

 

 
 

 

Figura 77. Ubicación del dominio COQ9 en el extremo carboxilo de la secuencia aminoacídica deducida 

Nº12, según el programa Conserved Domain del NCBI. 

 

 

La estructura secundaria la proteína está formada por varias hélices α, 

conformaciones β, giros conectores y algunas regiones enrolladas, además presenta bajo 
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índice hidrofílico, pocas áreas flexibles y bajas probabilidades de estar en superficie, 

pero si presenta un alto índice antigénico en algunas zonas de la proteína (Figura 78). La 

posible estructura tridimensional de la proteína deducida presentó una conformación 

similar (39%) a un homo-dímero mitocondrial implicada en la biosíntesis de ubiquinona 

COQ9 de humanos (4rhp.1.B) según el programa Swiss-Model (Figura 79). 
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Figura 78. Estructura secundaria de la proteína deducida Nº12 donde se observa las regiones hélices α, 

conformación β, giros, flexibles, así como también las zonas hidrofóbicas y con posibilidad de estar 

expuestas en superficie de los extremo amino y carboxilo terminal de la proteína deducida. 

 

 

 
 

La comparación de la secuencia del grupo Nº12 con las depositadas en las bases 

de datos del NCBI/EMBL/DDBJ permitió observar similitud con una proteína 

involucrada en la síntesis de ubiquinona COQ9 de T. asiatica (OCK27491.1), E. 

granulosus (CDS19343.1), E multilocularis (CDS37395.1), H. microstoma 

(CDS31943.1) y hasta de organismos evolutivamente lejanos como de H. sapiens 

(AAH01478.2) (Tabla 16). El alineamiento múltiple de la secuencia Nº12 con las 

secuencias homólogas de E. granulosus y E multilocularis antes mencionadas, muestra 

Figura 79. Modelo de posible estructura 

tridimensional de la proteína deducida Nº12, 

extremo carboxi terminal, similar a un homo-dímero 

mitocondrial implicado en la biosíntesis de 

ubiquinona COQ9 de humanos (4rhp.1.B), según el 
programa Swiss-Model. 
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que presentan mejor grado de conservación de aminoácidos en el extremo carboxi-

terminal donde se encuentra el dominio COQ9 (Figura 80). 

 

Tabla 15.  Similitud de la secuencia Nº12 con las depositadas en los bancos de datos 

(GenBank), tanto del extremo amino como del extremo carboxilo. 

   

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso 
Extremo 

amino 

Extremo 

Carboxilo 

COQ9 T. asiatica   (OCK27491.1) 92% 96% 

COQ9 E. granulosus   (CDS19343.1) 65 % 90 % 

COQ9 E. 

multilocularis   
(CDS37395.1) 

62 % 89 % 

COQ9 H. microstoma   (CDS31943.1) 65 % 85 % 

COQ9 H. sapiens (AAH01478.2) - 38% 

 
10 20 30 40 50

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

Ext.amino.clon12 M I R S R I S F K Q C I H W L G S L A I C R R S F L T A P Q V D R L T S Q C S H L I S K T S K G S L 50
COQ9 Em . . . . WT N . . H S . . . F . T . . . . . . . I . . . . . I E A . . N N . P . V S P . . . . . F P 50
COQ9 Eg . . . . WT N . . H S . . . F . T . . . . . . . I . . . . . I E A . . N N . . . I S P . . . . . L P 50
Ext.carbo.clon12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

60 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

Ext.amino.clon12 I Y R S G T P A Y V L S V A A S T T T D S V E G A T Y A A E V E G S G S D N E I S A A D L R A G S L 100
COQ9 Em . H . . - - - - - - - - . G D . . . . . . T . . M . . S . G A G E . D . . S G N F S E G T . T D . . 92
COQ9 Eg . . . . - - - - - - - - . G V . . . . . . T . . M . . . . G A G E . D . . S G N F S E GM . T D . . 92
Ext.carbo.clon12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

110 120 130 140 150
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

Ext.amino.clon12 E E M C E R A L E A A V A H V P T L GW S R D S L E A A C M E L D L P P G L H S I          141
COQ9 Em . K . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . G . . S . . . . . A M P R G P I D L 142
COQ9 Eg . K . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . G . . . . . . . . A M P R G P I D L 142
Ext.carbo.clon12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

160 170 180 190 200
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

Ext.amino.clon12                                                   
COQ9 Em V L Y F Y E S R N H H L A D V L A K WR K E E V A D G K E Y I I A K P N S F G F E A P P P F K T K R 192
COQ9 Eg V L Y F Y E S R N H H L A D V L A K WR K E E V A D G K E Y I I A K P N S F G F E A P P P F K T K Q 192
Ext.carbo.clon12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1

210 220 230 240 250
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

Ext.amino.clon12                                                   
COQ9 Em E T D A F L R R A I E Y R L Q T N N E V Y P Q WG Q A M G L L A L P Q N I P A A I G L E A Q L V D E 242
COQ9 Eg E T D A F L R R A I E Y R L Q T N N E V Y P Q WG Q A M G L L A L P Q N I P A A I G L E A Q L V D E 242
Ext.carbo.clon12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - L L T L P Q I I P A A I G L E A Q L V D E 21

260 270 280 290 300
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

Ext.amino.clon12                                                   
COQ9 Em I WA Q A G D R S V D I N WY A K R L G L A Y V Y K L T E L F Y I Q D T S P D H K A T W E F L V R R 292
COQ9 Eg I WA Q A G D R S V D I N WY A K R L G L A Y V Y K L T E L F Y I Q D T S P D H K A T W E F L D R R 292
Ext.carbo.clon12 I WA Q Q G D R S V D MN WY A K R V G L A Y V Y K L T E L F Y I Q D T S P D H K A T WD F L D R R 71

310 320 330 340
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | .

Ext.amino.clon12                                          
COQ9 Em I A D L R A MK E A K L K G I A S M L R E G F F A A G H V T S N I L GWN C R G Y 333
COQ9 Eg I A D L R A MK E A K L K G I A S M L R E G F F A A G H V T S N I L GWN C R G C 333
Ext.carbo.clon12 I A D L R A MK E A K L K G V A S M L R E G V F A A G H V T P N I L GW S C S G R 112   
 

Figura 80. Alineamiento múltiple (Clustal W, Bioedit) de la secuencia aminoacídica deducida incompleta 

de la secuencia Nº12, con las secuencias homólogas de mayor similitud; proteína involucrada en la 

síntesis de ubiquinona COQ9 de E. granulosus (CDS19343.1) (COQ9 Eg) y de E. multilocularis  

(CDS37395.1)(COQ9 Em).  
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4.4.13. Análisis de la secuencia Nº13 

En el caso del clon 13 no se pudo obtener la secuencia de la proteína deducida, 

ya que no se encontró marco abierto de lectura, por lo cual el analisis bioinformático no 

se pudo realizar. Sin embargo, la secuencia de nucleótidos (Figura 81) mostró similitud 

con una proteína tipo matriz de dedo de zinc de E. granulosus (EUB59605.1) (49%), 

proteína hipotética de E. granulosus (CDS15220.1) (49%) y proteína expresada de E. 

multilocularis (CDS40054.1) (47%) (Tabla 17).  

 

TTTTTTTGTCTTCCGTTGTTTTTCTTCCATTCTGGCCTTACTACATAAGTGTCCTCCCCG    60 

GGAACACCAGTTTCTCCCTTGGCTTGCTATCGCTCGCTATTCCCTTTATCGGTCACATCG   120 

CTTGGACGGAAAGGGGGAAATCTTCAAACCTGAATCCCCTTGGGGAATTTCAAATTTTTT   180 

AAACTGTTTCTTCTTTTCCGGACTAACTCCTCAGGTTCCCAAACTGCTTGCTATTGGATC   240 

CTGGGACCGGTCTCCGACTGCTGCCTGGAAAACGTGTCCTCCTCCTCCCTTGGAAAATGA   300 

TGGAGATCACCGGCGAAGACTTACGTCCGGAATTGGCATGGGACCTTGGTTCGCCTGGAT   360 

ACGATCATGGTAGGGGTTCGTCCTGGATCGGTTCCGACGAGGTTAGATACCCTCCAACGC   420 

GTGAATCTTCTGATATGGGGATGGCATTATGACTTCCAATCTTCAAATTTGGAACCATGG   480 

ACGCAGGCCACCCATTTGAAGGTGGGTTTCCCGGCCCTATTCCACCCAGGGCTTATCCTG   540 

GGAAAAGCTTTGGTATTCGCCAAGTAGATCGCCCAGATTAGTAAACGCCGGCCCCCCATT   600 

ACAAAAAATTTGGCAAGGGTTAAAGGGGGAACCCAAATCCACTTAGGTGGAAATTCCGCG   660 

GGGCCCGCCTGGCAGGTCGACCCATATGGGGAAAACCTCCCCAACGGCGTTGGGATGCCA   720 

TAGCTTGGATATTTCTATAGGGGTCCCCTAAAATACTTGGGCGTAACCCAAGGGTCATAA   780 

CTGGTTTCCCGGGGGGGAAAATGTTATCCGCTCAAAATTCCCCAAAAATAACAACCCGGA   840 

AACATAAGGGAAAACCCGGGGGGGGCCCCAAGGGGGGAAACCCCTTAATTGGGGGTGGGG   900 

CAAGGGCCCTTTTTCCGGGAAAAAAAAAAGGGCGGGCC                         938 

 
Figura 81. Secuencia nucleotídica del ADNc de la secuecia Nº13.  
 

 

Tabla 16.  Similitud de la secuencia Nº13 con las depositadas en los bancos de datos 

(GenBank) 

 

Proteína Homóloga Organismo Nº-acceso nt% aa% 

Proteína tipo matriz de dedo 

de zinc de  
E. granulosus (EUB59605.1) 

49% - 

Proteína hipotética  E. granulosus (CDS15220.1) 49% - 

Proteína expresada  E. multilocularis (CDS40054.1) 47% - 

 

 

4.4.14. Análisis de la secuencia Nº14 

En el caso del clon 14 no se pudo obtener la secuencia de la proteína deducida, 

ya que no se encontró marco abierto de lectura, por lo cual el trabajo bioinformático no 

se pudo realizar. Por otro lado, la secuencia de nucleótidos (Figura 82) no mostró 

similitud con ninguna de las depositadas en las bases de datos (GenBak/EBL/DDBJ). 
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GGTCCCTTACCTTGCAATTTTGTATGGTCGTGCTGCCGTGCAGGGCCTTCGGGTTGGTGC    60 

CTCAAAGGTCCTGACAGCCTGCCATAACCTAAAGTTCATCTGTGCAGGGTTCAAGGCTTC   120 

TGGATGGGTACTGTCACAACGTCAGCAGCGGATCGTCCTCGATGAGGGGGTCACTGGATG   180 

CACAGATGAAGGCATTTCACAGCCAATATCGATGCCTGTTGATGGTCCAGACAGAATCTA   240 

TCAAAAGCTGTTGTTTTGAAGTATCGAGCAATGCCTTGGTTGTAGAAAAAAAAAAAAAAA   300 

AAAAAAAAA                   309 

 

 

Figura 82. Secuencia nucleotídica de ADNc de la secuecia Nº14.  Sombreado en azul se encuentra la 

secuencia SL y en amarillo la cola de poli-A.  

 

 

A manera de resumen, la comparación de las secuencias con las depositadas en 

las bases de datos (GenBank/EMBL/Swiss-Prot), mostro que la mayor semejanza 

fueron con ADNc codificantes de proteínas de parásitos de los géneros Taenia, 

Echinococcus, Hymenolepis y Schistosoma, y solo clon no presentó similitud alguna 

con moléculas ya descritas. Se identificaron transcriptos completos que codifican una 

variedad de proteínas con funciones diversas típicas del metabolismo de organismos 

vivos, tales como; factores de transcripción, proteína activadora de GTPasas, proteínas 

de unión a ATPasa de membrana, de unión a Apolipoproteínas, enzimas, proteínas del 

sistema ubiquitina, y proteínas ribosomales, además de proteínas de función  

desconocida (Tabla 18); sin embargo, no se pudo apreciar un patrón caracteristico en la 

secuencia de estas proteínas que contiene SL que las identifique y clasifique de aquellas 

que no llevan a cabo el mecanismo de trans splicing. 

 

Tabla 17. Identificación de todas las secuencias obtenidas. 

Nº Identificación Nº Identificación 

1 Factor de transcripción nuclear γ 8 Proteína hipotética 

2 Proteína hipotética 9 Hidroxilasa - monooxigenasa 

3 Proteína asociada a ATPasa de 

membrana 
10 Subunidad inhibidora de 

fosfatasa 1 

4 Proteína activadora de GTPasa unida 

a Rho 
11 Citocromo C-oxidasa, subunidad 

6B 

5 Proteína ribosomal L24 12 Proteína involucrada en la 

síntesis de ubiquinona (COQ9) 

6 Proteína de unión a apoliproteína AI 13 Proteína de matriz de dedo 

7 Nucleosido disfosfato kinasa (NDK) 14 Sin similitud 
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CAPITULO V 

 

DISCUSION 

 

5.1.  Estrategia de clonación 

  

 Los transcriptos con la secuencia SL fueron identificados por PCR utilizando un 

juego de iniciadores diseñados que hibridan con SL en la región 5´ y una región del 

extremo 3´ del vector, siendo una estrategia metodológica similar a la reportada por 

otros investigadores que emplearon oligo dT en lugar del cebador del vector, como el 

caso del estudio para conocer que existen transcriptos con SL en el genoma del parásito 

Onchocerca volvulus (Zeng y col., 1990) o el estudio sobre la identificación de 

transcripto que son procesados mediante trans-splicing en el parásito S. mansoni 

(Mourao y col., 2013); otro ejemplo es el estudio en Toxocara canis en el que incluyen 

en la metodologia una PCR-SL con cebadores 5´ SL y 3´ poli A y consiguen amplificar 

un transcripto que solo se expresa en las larvas mas no en el adulto y que codifica una 

glicoproteina abundante en la superficie del parásito (Gems y Maizels, 1996).  

 

 Con el sistema de clonación empleado, se obtuvo una gran cantidad de moléculas 

recombinantes de diferentes tamaños (150-1200 pb) en un corto tiempo y de forma 

sencilla, lo que indica que este es un método eficiente de clonaje, además que permite 

garantizar que todos los ADNc clonados se encuentran completos, debido a la presencia 

de la secuencia SL en el extremo 5´ y a la región de poliadenilación (cola poliA) en el 

extemo 3´, siendo esta secuencia la que se utiliza en la purificación de los ARNm para 

la costrucción de las genotecas de expresión. Esta estratégia es muy beneficiosa a la 

hora de realizar la subclonación de estas moléculas en un vector de expresión pues se 

garatiza la correcta expresión de las proteínas codificadas por los genes clonados.  

 

El amplio conjunto de trascriptos de tamaños diversos (150-1500 pb) ya ha sido 

reportado en investigaciones anteriores que emplearon la misma estrategia de 

amplificación también sobre una genoteca de expresión de cisticerco de T. solium 

(Brehm y col., 2002). De esta forma se realiza una amplificación selectiva de forma 

rápida de solo aquellos ADNc provenientes de ARNm que sufren el mecanismo trans-
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splicing de aquellos que no sufren esta modificación post-transcripcional a partir de una 

genoteca que contiene ambos transcriptos juntos.  

  

 Este tipo de estrategia de captura y amplificación selectiva de moléculas con SL 

y su subsecuente clonación en un vector ha sido utilizada por varios investigadores con 

diferentes objetivos. Para la creación de una genoteca de solo ADNc-SL de diferentes 

organismos parasitarios (Cnidaria, Rotifera, Nematoda, Platelmintos y Chordata) 

emplearon igualmente una PCR-SL a partir de ADNc de ARN total para aislar solo 

aquellas moléculas que sufren la modificación post-transcripcional de cada uno de los 

organismos, sin embargo la estrategia de clonación fue diferente ya que emplearon 

clonación dirigida con enzimas de restricción, pero con la que obtuvieron resultados 

similares con el organismo E. granulosus en cuanto al número de colonias 

recombinantes (96) y a la diferencias de tamaños de los insertos clonados (500-3000pb) 

(Fernández y Maizels, 2009).  

 

De igual manera, el SL ha sido muy útil para identificar complejos, especies, 

linajes y genotipos de parásitos (Rodrigues y col., 2010). En helmintos, últimamente se 

está utilizando el SL como estrategia para identificar perfiles de expresión génica 

específica de tejido en Caenorhabditis elegans (Ma y col., 2016), en estudios de 

transcriptomas (Hope y col., 2016) y en ensayo de PCR relacionado con la 

pirosecuenciación de ADN como una herramienta rápida para identificación de 

nematodes en muestras de sangre y mosquitos (Sanpool y col., 2016). 

  

5.2.  Análisis Bioinformático de las secuencias de los ADNc clonados 

El mecanismo Trans-splicing ocurre en pocos phyla de células eucariotas, entre 

los que se encuentran Euglenozoa, Nematoda, Platyhelminthes, Chordata, Rotifera, 

Dinoflagellatay, Cnidaria (Bitar y col., 2013) pero nunca ha sido reportado en 

antropodos, vertebrados, plantas ni hongos. En el phylum Nematoda ya ha sido descrito 

que ocurre este mecanismo principalmente en los géneros Caenorhabditis, Ascaris 

(Bektesh y Hirsh, 1988; Nilsen y col., 1989) y Toxocara (Gems y Maizel, 1996), 

mientras que en los Platyhelminthes se ha descrito principalmente en los géneros 

Echinococcus, Taenia (Brehm y col., 2000, 2002) y Schistosoma (Rajkovic y col., 

1990). La molecula de SL se ha asociado a varias funciones, entre ellas están: una 
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mayor estabilidad del mensajero, pues el SL, lo provee de la caperuza 5´ de 

trimetilguanosina (TMG) (Piecyk y col., 2012), el procesamiento de grandes ARNm 

policitrónicos en varios ARNm individuales (Morton y Blumenthal, 2011), la 

regulación de la traducción en algunos organismos y la eliminación de codones de inicio 

prematuros o fuera de marco (Danks y Thompson, 2015), expansión del proteoma, al 

originar diversas isoformas de un ARNm y por lo tanto diversas isoforma de una 

proteina(Nilse y Gravely, 2010), puede aportar un codón AUG ,potencial sitio de inicio 

de la traducción (Cheng y col., 2006). 

Este mecanismo ha sido utilizado en diferentes investigaciones con el objetivo 

de buscar, a partir de ARN por transcripción reversa a ADNc, o de genotecas de ADNc, 

nuevas moléculas que sean de interés en estos organismos que llevan a cabo este 

mecanismo post-transcripcional (Gems y Maizel, 1996; Brehm y col., 2002; Fernández 

y Maizel, 2009, Mourao y col., 2013, Ma y col., 2016). En este estudio se obtuvieron un 

conjuntos de secuencias de clones de ADNc codificantes de proteínas de cisticercos de 

T. solium empleando la misma estrategia de cribado con la finalidad de encontrar 

secuencias completas, nunca antes reportada en T. solium y finalmente caracterizar.    

 

Al comparar las secuencias obtenidas de todos los clones con las depositadas en 

las bases de datos (GenBank/EMBL/DDBJ), se obtuvieron elevados porcentajes de 

similitud con proteínas del propio parásito T. solium y con parásitos del mismo género 

Taenia, pero diferentes especies (T. saginata y T. asiatica, principalmente) seguidos de 

parásitos de géneros cercanos evolutivamente, como los del género Echinococcus e 

Hymenolepis, ambos céstodes y Schistosoma (tremátode), cual era de esperarse debido a 

la cercanía evolutiva, ya que todos pertenecen al phylum Platyhelminthes. 

 

No se observaron patrones comunes en las funciones biológicas de las posibles 

proteínas codificadas por estos transcriptos, que estarían involucrados en procesos 

celulares tan diferentes como transcripción (clones 1 y 13), señalización celular (3 y 4), 

traducción (5), transporte de lípidos (6), metabolismo de nucleótidos (7), cadena de 

transporte de electrones (12) y enzimas que actúan en diversos procesos (9 y 11), 

resultado que coincide con Mourao y col. (2013) en S. mansoni donde encontraron 

transcriptos modificados por trans-splicing que codifican una variedad de proteínas 

involucradas en diversos procesos biológico del paràsito, sin encontrar ningún patrón 
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común entre ellas, ni genes con categoría particular, proceso biológico especifico, 

función molecular determinada, ni compartimiento celular particular donde se 

encuentre, tampoco diferencia con respeto al estado evolutivo y sexo del parásito. Sin 

embargo, tal como se ha demostrado en trabajos previos (Bitar y col., 2013; Mourao y 

col., 2013), existen hasta cierto punto patrones comunes entre los transcriptos de estos 

miembros de familias cercanas y es que todas las moléculas encontradas están 

involucradas en procesos imprescindibles para la supervivencia del parásito y existen 

conjuntos de proteínas ortólogas cuyos mensajeros son seleccionados para trans-

splicing (Brehm y col., 2002), lo que indica que algunos genes pudieran haber 

mantenido trans-splicing como una forma de regulación transcripcional durante la 

evolución (Mourao y col., 2013).  

 

Es de resaltar que no se encontraron moléculas posiblemente implicadas en las 

relaciones inmunológicas parásito-hospedador, tales como posibles antígenos o 

moléculas involucradas en mecanismos de evasión de respuesta inmune. Llama la 

atención no encontrar moléculas relacionadas o parecidas a los antígenos comunes de 

Taenia spp. que han sido ampliamente descritos por muchos investigadores (Chung y 

col., 1999; Hubert y col., 1999; Greene y col., 2000; Sako y col., 2000; Hancock y col., 

2003; Ferrer y col., 2007) como los mejores candidatos para ser empleado en la 

detección de anticuerpos para el diagnostico de NCC. Muchas de las moléculas 

clonadas y estudiadas de Taenia spp. comparten tres características; son glicoproteínas, 

de excreción/secreción del parásito y tienen bajo peso molecular; del mismo modo los 

productos recombinantes principalmente empleados como antígenos también comparten 

estas tres características. En este sentido quizás los 3 casos de las proteínas hipotéticas 

de función desconocida (2, 8, 10) pudiesen ser proteínas muy específicas de Taenia 

involucradas en estas relaciones, ya que son proteínas de bajo peso molecular (entre 10 

y 12 kDa) y una de ellas tiene péptido señal (8), y todas poseen un elevado índice 

antigénico, y gran cantidad de zonas flexibles (rasgo característico en los epítopos) 

aunque no poseen el dominio específico de “antígenos de Taenia”. A su vez, la 

molécula que no presentó similitud con ninguna otra (14), también pudiese ser un 

antígeno de estas características, por su pequeño tamaño.  

 

Tampoco se encontraron moléculas con similitud a los antígenos protectores 

empleados como posibles vacunas en los distintos modelos experimentales. De igual 
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manera, quizás los tres casos de las proteínas hipotéticas de función desconocida (2, 8, 

10) y la molécula que no presentó similitud con ninguna otra (14), pudiesen ser 

proteínas con propiedades protectoras en distintos modelos, ya que son de bajo peso 

molecular y algunas poseen péptido señal que las define como posibles moléculas de 

superficie y secreciones del parásito (Bonay y col., 2002; Harrison y col., 2005; 

Parkhouse y col., 2008). Aunque, no se evidenciaron otros razgos característicos de este 

tipo de moléculas, tales como; presentar dominios de adhesión o fibronectina-like 

(Bonay y col., 2002).  

 

De los 30 clones secuenciados, 20% (6) codifican un factor de transcripción 

nuclear y 10% (3) una proteína asociada a ATPasa de membrana, lo que pudiera sugerir 

que los ARNm que predominantemente llevan a cabo este mecanismo post-

transcripcional sean factores de transcripción y proteínas del sistema ATPasa o genes 

codificantes de estos transcriptos abundantes en el genoma del cisticerco de T. solium. 

De igual manera, se estima que solo 25% de los ARNm de E. granulosus llevan a cabo 

trans-splicing (Fernández y col., 2002), mientras que más recientemente otros 

investigadores sugieren que solo 13% de los genes de E. granulosos llevan a cabo trans-

splicing (Tsai y col., 2013), datos que pudiera ser similar en Taenia debido a la cercanía 

de ambos géneros. Mientras que en otros helmintos como C. elegans se estima que 70% 

de los genes llevan a cabo trans-splicing (Ma y col., 2016), indicando que es un 

mecanismo importante en helmintos. 

 

Todas las secuencias obtenidas presentaron una característica en común y es que 

luego de la secuencia del cebador SL-D inmediatamente continuaba un codón ATG 

(SL-ATG), este hecho es una característica conservada en todos los platythelminthes y 

se relaciona con los resultados obtenidos por Brehm y col. (2002), quienes clonaron 

ADNc de cisticercos de T. solium empleando una PCR con cebador directo SL-D y 

obtuvieron 35 clones, los cuales presentaron la secuencia SL inmediatamente antes del 

ATG, lo que confirma que los ADNc clonados derivan del empalme del SL y no ocurrió 

una unión inespecífica del cebador durante la fase de hibridación en la PCR. Sin 

embargo, en este caso SL-ATG fue el punto de partida de la traducción del 50% (6/12) 

de los grupos formados, en el resto de los grupos el ATG de inicio se encontraba entre 5 

a 55 nt después de la secuencia SL, lo cual es similar a los resultados obtenidos por 

Fernández y col. (2002) durante un estudio en el que realizaron la amplificación de 
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transcriptos de E. granulosus por PCR y en donde obtuvieron que 43% de los 

transcriptos tenían como punto de inicio de la traducción el codón SL-ATG, al igual que 

en el estudio realizado por Cheng y col. en el 2006, en Schistosoma, donde 28% de los 

transcriptos obtenidos muestran el SL-ATG como codón de inicio. 

 

Igualmente, Zheng y col. (2008) obtuvieron diferentes tamaño de la secuencia 

5´UTR después de la secuencia del cebador SL-D cuando realizaron transcripción 

reversa sobre ARN de cisticerco de T. solium empleando como cebador la secuencia SL 

del parásito; de igual forma obtuvo Cheng y col. en el 2006 en un trabajo similar 

realizado en parasitos S. mansoni. Todo esto demuestra que esta secuencia, SL-ATG, 

aunque es una estructura conservada en familias de proteínas de miembros homólogos 

de Planthelminthes (Brehm y col., 2000) y un potencial punto de partida de la 

traducción, no en todo los casos la traducción se inicia desde allí. 

 

La comparación de la secuencia aminoacídica del grupo Nº 1 con las secuencias 

depositadas en las bases de datos indican homología con factores de transcripción 

nuclear γ de organismos cercanos, como Taenia, Echinoccocus e Himenolepis, sin 

embargo esta proteína es mucho más pequeña que la de sus semejantes, pero presenta 

un alto grado de conservación, lo que puede indicar que es en esta región donde se 

encuentra la parte funcional de la proteína. Por otro lado, este gen posiblemente ha de 

tener una alta expresión en el metacestode de T. solium ya que fue el grupo con mayor 

cantidad de moléculas clonadas. De forma similar sucede con la secuencia aminoacídica 

deducida del grupo Nº2 donde existe mayor conservación de aminoácidos en el 

extremo amino, que corresponde a la región que conforma el dominio DUF2615 sin 

caracterizar y de función aún desconocida. Además, esta secuencia tuvo una similitud 

inferior con una proteína pequeña integral de membrana de T. canis, sin embargo, esta 

molécula no contiene ningún segmento transmembrana.  

 

La secuencia aminoacídica deducida del grupo Nº3 mostró similitud con 

proteínas de membranas asociadas a ATPasas, además presentó un dominio funcional 

de receptor para renina, lo cual guarda relación en el hecho de que este tipo de 

receptores se asocia con adenosintrifosfatasa vacuolada (v-ATPasa) y son necesarios 

para el ensamblaje de la misma. Esta enzima interviene en diversos procesos como en la 

regulación del pH intracelular, en endocitosis, reciclaje de proteínas de membrana, 
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reabsorción de bicarbonato y absorción de sales, por medio del bombeo de protones 

(H
+
) de un medio a otro utilizando la hidrólisis de ATP a ADP (Daryadel y col., 2016). 

De igual manera presentó similitud con proteína asociada a GTPasa de membrana 

(dinamina), la cual desempeña un papel esencial en la endocitosis mediante la 

catalización de la división de vesículas revestidas de clatrina nacientes de la membrana 

plasmática, lo cual requiere la hidrólisis de GTP hasta GDP  (Stowell y col., 1999). Es 

notable el hecho que esta proteína haya presentado similitud con organismos del mismo 

género, pero también con organismos lejanos como el hombre por lo que se puede 

considerar un péptido cuya relación secuencia-función está bastante conservada. 

 

El análisis bioinformático del grupo Nº4 indicó que la secuencia aminoacídica 

se trata de una proteína activadora de GTPasa asociada a Rho (RhoGAP), las cuales 

están involucradas en la regulación de muchas cascadas de señalización celular que 

modulan diversos procesos como son: la motilidad celular, la migración, la morfología 

y la división celular. Estas GTPasas son activadas por señales externas, tales como; 

factores de crecimiento, citocinas y hormonas, a través de sus respectivos receptores de 

superficie celular (Ling Hoon y cols, 2016).  

 

Estas GTPasas pueden encontrarse en dos formas, la activa (unida a GTP) y la 

inactiva (unida a GDP), cuyo cambio de la forma activa a inactiva ocurre por la 

hidrólisis del GTP mediante la actividad intrínseca de la misma GTPasa. Esta reacción 

es iniciada por proteínas específicas denominadas proteínas activadoras de GTPasa 

(RhoGAP), las cuales aceleran en gran magnitud la actividad de hidrólisis del GTP, esta 

condición puede ser revertida a su forma activa por efecto de otras proteínas llamadas 

factor intercambiador de nucleótido de guanina (GEF) que promueve la disociación del 

GDP de la GTPasa, conllevando a su asociación con un nuevo GTP; ello cierra el ciclo 

al estado activado de la GTPasa, el cual es el único estado en el que la GTPasa puede 

traducir una señal celular (Schmidt y  Hall, 2002). El inhibidor de disociación de GDP 

(GDI) es también un grupo de reguladores negativos de las proteínas Rho GTPasas que 

actúan uniéndose a las GTPasas en su estado inactivo bloqueando el acceso de los GEF 

y la asociación de las GTPasas a las membranas, reclutándola de esta manera en el 

citosol. (DerMardirossian y Bokoch, 2005). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DerMardirossian%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15921909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bokoch%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15921909
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La proteína deducida presenta gran conservación entre los organismos cercanos, 

sin embargo,el tamaño es más pequeña que sus homólogos, pero contiene el dominio 

característico de este tipo de enzimas, con la presencia de residuos de aminoácidos 

involucrados en la unión del polipéptido GTPasa, lo cual indica que es en el extremo 

carboxi-terminal donde se encuentra el dominio funcional de estas proteínas (Rittinger y 

col., 1997), esto puede ser debido al hecho de que el mecanismo de trans-splicing puede 

generar productos de corte y empalme alternativos, en el que diferentes exones 

potencialmente podrían recibir la secuencia SL, lo que sugiere un medio único para la 

ampliación del repertorio de proteínas en los organismos que llevan a cabo este proceso 

(Mourao y col., 2013). 

 

En cuanto a los resultados encontrados con el análisis bioinformático de la 

secuencia del grupo Nº5 se obtuvo que la secuencia aminoacídica deducida 

corresponde a una proteína ribosomal L26 que es ortólogo funcional a la proteína 

ribosomal L24 de procariotas, uniéndose ambas a las mismas regiones en los ARNr 

eucariota y procariota, respectivamente (Babiano y col., 2012). La secuencia 

aminoacídica deducida del grupo Nº5 tiene una longitud de 211 aminoácidos y un 

dominio funcional KOW, dentro del cual se encuentran los sitios de unión al ARNr, 

residuos de aminoácidos específicos ubicados en posiciones conservadas, que es la 

característica principal que conforman a la superfamilia de proteínas KOW_RPL26 

(Vila-Sanjurjo y col., 2003). La diferencia encontrada dentro de estos puntos de unión al 

ARNt de la secuencia del grupo Nº5 con sus homólogos Echinococcus fue de apenas un 

aminoácido (sustitución conservadas I
119

/ V
121

). 

 

Esta proteína L26 se ensambla en la unidad pre-60S eucariota dentro del núcleo, 

sin embargo investigaciones han demostrado que las células de levaduras pueden crecer 

en ausencia de L26, ya que no causa disminución considerable ni altera la conformación 

de los pre ARNr60S, manteniéndose la traducción en el ribosoma de manera normal  

(Babiano y col., 2012). Por otro lado, la proteína ribosomal L26 tiene una función 

importante al inducir la traducción de la proteína p53 humana cuando existe un daño en 

el ADN, promoviendo de esta forma la apoptosis de las células (Chen y col., 2012).    

 

Del grupo Nº6,  2 clones codifican una proteínas de unión a lípido, la cual se 

encontraba truncada sin embargo contiene una parte del dominio YjeF_N el cual está 



 

88 

 

asociado a la unión de lípidos y es homologo al dominio ApoA-I BP en humanos 

(Rudolph y cols, 2007). Las secuencias homólogas reportadas de E. multilocularis 

(CAX16804.1) y H. sapiens (CAC86580.1) contienen péptido señal en el extremo 

amino terminal que está ausente en la secuencia del grupo Nº6, resultado que es similar 

en otras secuencias con menor similitud como la de  S. mansoni (CCD75736.1), lo que 

indicaría que estas proteínas pueden tener su efecto tanto fuera como en el interior de la 

célula y que posiblemente la secuencia señal haya sido adquirida en este gen con la 

evolución (Bernthaler y cols, 2009). Este hallazgo tiene relación crucial con la biología 

del parásito ya que los céstodes son incapaces de sintetizar de novo los lípidos, como el 

colesterol y los ácidos grasos, y deben adquirirlos del hospedador durante la infección 

ya sea para que formen parte estructural de las membranas o como generadores de 

energía por β-oxidación peroxisómica, por lo que el sistema de transporte de los lípidos 

debe estar bien desarrollado (Bernthaler y cols, 2009). 

 

El análisis bioinformático de grupo Nº7 señala que la proteína deducida es una 

putativa subunidad del homo-hexámero nucleótido disfosfato kinasa (NDK) de T. 

solium, una enzima responsable de la síntesis de nucleósidos trifosfato (NTP), vital en la 

síntesis de ácidos nucleícos e implicada en numerosos procesos regulatorios asociados 

con la proliferación, el desarrollo y la diferenciación celular. Esta familia de proteínas 

contiene alta conservación de residuos de aminoácidos, al mismo tiempo que el tamaño 

y peso de las proteínas son muy similares entre los organismos. La secuencia de NDK 

ha sido altamente conservada a través de la evolución, existe un residuo de histidina 

conservado en todas las isoenzimas, que está implicado en el mecanismo catalítico 

(Levit y col., 2002). Entre las secuencias homólogas se encontró una NDK de T. solium 

con la cual se obtuvo un 71% de similitud, lo que indica que no se trata de la misma 

proteína, pero si podría ser una isoenzima de la misma. De igual manera, se encontró 

similitud de un 91% con una NDK de T. asiática, existiendo solo diferencia en 2 

aminoácidos, dentro de los cuales uno es una sustitución conservada. Sin embargo, la 

proteína del grupo Nº7 es un poco más grande, al presentar un segmento interno de 13 

aminoácidos que no está presente en ninguno de sus homólogos, lo que pudiera sugerir 

que se trate de una isoenzima previamente reportada o un empalme de exones distinto. 

 

En cuanto al análisis de grupo Nº8 se encontró que se trata de una proteína de 

excreción/secreción de T. solium aún sin función conocida, ya que presenta un segmento 
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transmembrana en el extremo amino y un sitio de corte para la peptidasa señal, 

indicativo de que este segmento actúa como péptido señal. La proteína tuvo un 99% de 

similitud con una proteína hipotética de T. solium sin función aún conocida (Brehm y 

col., 2002) y con la que solo tuvo una sustitución conservada, en un solo aminoácido de 

toda la secuencia. Tiene relevancia la característica de ser una proteína de 

excreción/secreción y el bajo peso molecular (12 kDa), además del elevado índice 

antigénico predicho en casi toda la extensión de la molécula (a excepción del péptido 

señal), y la gran cantidad de zonas flexibles (rasgo característico en los epítopos), ya 

que este tipo de moléculas suelen ser proteínas antigénicas y que pueden ser empleadas 

como antígenos recombinantes en las técnicas inmunodiagnósticas o en modelos de 

inmunización experimental (Ferrer y col., 2012). 

 

El análisis de la molécula Nº9 muestra que se trata de una proteína grande, una 

enzima llamada deoxihipusina hidroxilasa, que interviene en la formación post-

traduccional de un aminoácido no proteico inusual llamado hipusina (4amino-

2hidroxibutil-lisina) que forma parte del factor de iniciación de la traducción 5 (eIF5A), 

por lo que es clave en la proliferación celular. Deoxihipusina hidroxilasa cataliza una 

hidroxilación estéreoespecífica en el C2 de la deoxihipusina (Park y col., 2011).  

 

La proteína mostró semejanza tanto en la estructura primaria, secundaria y 

tridimencional con la enzima deoxihipusina hidroxilasa de organismos cercanos como 

T. asiática y T. saginata y en organismos más lejanos, por ejemplo; el humano, lo que 

indica que esta enzima es altamente conservada en organismos eucariotas. 

 

En cuanto al análisis bioinformático de secuencia Nº10 se encontró que se trata 

de una proteína de 104 aminoácidos con un segmento transmembrana en el extremo 

amino y la comparación con la base de datos de secuencias indica que se trata de una 

hipotética subunidad inhibidora de fosfatasa 1, lo cual hace posible pensar que esté 

involucrada en los procesos de transmisión de señal celular. Cabe mencionar que la 

proteína fosfatasa 1 (PP1) es un miembro importante de la familia de fosfatasas Ser/Thr 

que se distribuyen de forma ubicua en eucariotas superiores. PP1 se ha demostrado que 

regulan diversos procesos celulares, tales como la progresión del ciclo celular, 

transcripción, síntesis de proteínas, metabolismo de los carbohidratos, la contracción 
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muscular, y señalización neuronal, por medio de la interacción de la subunidad catalítica 

(PP1c) con más de cincuenta diferentes subunidades reguladoras (Cohen, 2002). 

 

La proteína deducida Nº10 fue 100% similar a una proteína hipotética de T. 

solium, sin embargo, no se trata de la misma molécula ya que esta secuencia posee 14 

aminoácidos adicionales en el extremo amino, por lo que se pudiera pensar que se trate 

de una isoforma de la proteína o de proceso de trans-splicing llevado a cabo en un sitio 

distinto en el mismo ARNm inmaduro como se describió en el análisis del grupo Nº4 

(Mourao y col., 2013). Sin embargo, la secuencia nucleotidica de donde se dedujo la 

proteína homóloga es idéntica a la de la secuencia Nº10 por lo cual también es probable 

que la diferencia se deba a que el programa bioinformático utilizado por los 

investigadores de la secuencia depositada en la base de datos les haya dado un marco 

abierto de lectura diferente, ya que la secuencia homóloga fue obtenida empleando la 

misma estrategia de clonación que se empleó en este estudio, utilizando la secuencia SL 

como cebador (Brehm y col., 2002). Este hecho descarta la posibilidad de que haya 

ocurrido una ruptura o corte post-traduccional programado en la proteína homóloga.  

 

Tiene relevancia la característica de poseer un segmento transmembrana en el 

extremo amino de la molécula, de aproximadamente 15 aa, aunque no se encontró sitio 

de clivaje para la peptidasa señal, esta secuencia tiene características de péptido señal, 

indicando que pudiese ser una proteína de E/S. Por otro lado, el bajo peso molecular 

(12,16 kDa), además del elevado índice antigénico predicho en casi todo la extensión de 

la molécula (a excepción del péptido señal), y la gran cantidad de zonas flexibles (rasgo 

característico en los epítopos), evidencian que podría tratarse (al igual que la secuencia 

Nº8) de una proteína antigénica y que podría ser evaluada como antígeno recombinante 

en técnicas de inmunodiagnóstico o en modelos de inmunización experimental (Ferrer y 

col., 2012). 

 

Un caso similar a lo expuesto anteriormente ocurrió con la secuencia 

aminoacídica deducida de la molécula Nº11, según el programa empleado el marco 

abierto de lectura origina una proteína de 71 aminoácidos con similitud a dos proteínas 

expresadas de parásitos cercanos del género Equinococcus. Sin embargo, la secuencia 

nucleotídica presenta similitud con otras proteínas de parásitos del género Taenia y 

Equinococcus que con la secuencia aminoacídica no se observa, esto se debe a que el 
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programa de comparación de secuencias empleado, BLASTx, traduce la secuencia 

nucleotídica en otro marco de lectura, que incluso no es lógicamente correcto, pues no 

comienza desde un ATG inicial, originando una proteína distinta, similar a la subunidad 

6B de la enzima citocromo C oxidasa de E. granulosus y S. japonicum.  

 

Todo lo antes expuesto hace pensar que este gen codifique una proteína distinta 

y que sea justamente el mecanismo de trans-splicing y el lugar donde ocurre en el pre-

ARNm el que dirija el marco de lectura a ser codificado en el ribosoma, pues como ya 

es conocido, este mecanismo puede originar diferentes ARNm a partir de un mismo 

gen, aumentando la diversidad del genoma eucariota sin  necesidad de un incremento en 

el tamaño del genoma (Sammeth y col., 2008; Talavera y col., 2013); esta variedad de 

isoformas de proteínas pueden tener distintas funciones biológicas y pueden ser 

expresadas en diferentes tejidos, condiciones ambientales y estadio del ciclo evolutivo 

(Nilsen y Graveley, 2010), además el SL es determinante para la fase de inicio de la 

traducción (Piecyk y col., 2012).  

 

La secuencia de la molécula Nº12 no está completa, debido a que las secuencias 

directa y reversa no permitieron obtener la secuencia total de la molécula, por lo que 

solo se dispuso de un extremo amino y otro carboxilo, faltando la parte central de la 

proteína. Para trabajos posteriores, con estas secuencias, se deben diseñar cebadores 

internos y realizar la secuenciación de la porción central de la molécula, con el objeto de  

obtener la secuencia completa y poder realizar la caracterización molecular. 

 

Sin embargo, se trabajó con ambos extremos y se encontró que presenta gran 

similitud tanto de secuencia como estructural con una proteína involucrada en la síntesis 

de ubiquinona, conocida como COQ9, tanto de organismos cercanos como T. asiática y 

del género Equinococcus como de organismos más lejanos evolutivamente como el H. 

sapiens, lo cual indica que esta familia de proteína contiene un dominio estructural y 

funcional bastante conservado en la evolución. 

 

La coenzima Q (CoQ) o también conocida como ubiquinona es un componente 

mitocondrial necesario para el proceso de fosforilación oxidativa que produce más del 

90% de ATP celular. La biosíntesis de novo de la CoQ en eucariotas tiene lugar en la 

matriz mitocondrial a través de la acción colectiva de al menos 9 proteínas (COQ 1-9). 
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COQ9 es una proteína de unión a lípidos que interviene en la biosíntesis CoQ a través 

de la interacción física y funcional con COQ7, estabilizando todo el complejo de 

síntesis de CoQ (Lohman y col., 2014). El hecho que la proteína COQ9 tenga capacidad 

de unión a lípidos, hace que esta coloque a disposición de la enzima COQ7 el 

metabolito intermediario que usa como sustrato en la reacción que cataliza. 

 

En el caso de la secuencia Nº13 no se encontró un marco abierto de lectura, 

tampoco se encontró la secuencia del SL, ni la cola de poliA, pero al someter la 

secuencia nucleotídica a las bases de datos (GenBank/EMBL/DDBJ) se encontró 

similitud aunque baja con una proteína tipo matriz de dedo de zinc de E. granulosus,  

proteína hipotética de E. granulosus y proteína expresada de E. multilocularis, lo que 

hace pensar que no se trata de un artefacto y que la molécula si puede ser un ADNc de 

Taenia, en el cual, quizás, debido a algunos errores en las secuencias, que no pueden ser 

descartados, aunque se tenían duplicados, tanto de secuencia directa como de reversa; se 

pudieron haber formados codones de parada erróneos que no permiten predecir el ORF. 

De igual manera sucedió con la secuencia Nº14, en la cual no se encontró marco abierto 

de lectura ni similitud con las secuencias almacenadas en las bases de datos, quizás 

debido, como se mencionó anteriormente a algunos errores en las secuencias que 

podrían hacer que se formen codones de parada artificiales que no permiten predecir un 

ORF para esta molécula. Para ambos casos, en trabajos posteriores se deberían repetir 

varias veces estas secuenciaciones para asi corroborar si existió o no un error. 

.  

Aunque algunas investigaciones han demostrado que todas las moléculas de 

spliced leader presentan similitud estructural y funcional (Bitar y col., 2013) y ya es 

conocido el mecanismo complejo por el cual se lleva a cabo el trans-splicing (Lasda y 

Blumenthal, 2011), los resultados de este estudio refuerzan la teoría de otros 

investigadores (Brehm y col., 2000, 2002; Cheng y col., 2006; Mourao y col., 2013)  en 

el hecho que los ARNm que contiene SL codifican proteínas de funciones muy 

variadas, acontecimiento que demuestra la importancia de este mecanismo en los 

procesos biológicos, lo que sugiere un papel crucial en la regulación de la expresión de 

ciertas proteínas, así como también, tiene un rol crucial en la ampliación del repertorio 

de proteínas sin necesidad del aumento del genoma.  
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Los transcriptos analizados no presentaron secuencia de patrón conservado, pero 

al compararse con las bases de datos de secuencias, se observó similitud con una serie 

de proteínas homólogas de organismos evolutivamente cercanos que también poseen SL 

en su extremo 5`, por lo cual se piensa que el mecanismo de trans-splicing es un 

proceso conservado en la evolución para ciertos genes ortólogos, que conlleva a pensar 

que existe un ancestro común de donde surgió este mecanismo. Todos estos resultados 

incrementan el conocimiento sobre este mecanismo de trans-splicing en el cestode 

Taenia solium y podrían servir de soporte para estudios posteriores que permitan 

comprender mejor estos mecanismos post-transcripcionales tan importantes en la 

biología propia de los parásitos donde ocurre. 
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CAPITULO V 

 

CONCLUSIONES 

 

1. La amplificación selectiva de ADNc a partir de genotecas de cisticerco de Taenia 

solium, mediante PCR usando como cebador la secuencia Spliced leader, permitió 

obtener una gran cantidad de fragmentos de ADNc de diversos tamaños, que se 

encontraban completos, desde la secuencia SL hasta la cola de poliA. 

 

2. La inserción de las secuencias de ADNc obtenidas en el vector de mantenimiento 

pGEM
®
-T-Easy y la transformación de las células E. coli XL1 Blue MRF´ posibilitó la 

clonación de los fragmentos obtenidos, así como el almacenamiento y amplificación de 

los mismos para estudios posteriores.  

 

3. El proceso de secuenciación de los ADN complementarios (ADNc) mediante 

reacciones de secuenciación directa y reversa fue óptimo para la obtención de 

secuencias completas para posteriormente realizar el análisis y caracterización de las 

moléculas clonadas. Sin embargo, en uno de los clones es necesario la secuenciación 

con cebadores internos para lograr la secuencia completa de la molécula y en pocos 

casos es necesario la repetición de las secuencias. 

 

4. El análisis y caracterización de las secuencias obtenidas empleando métodos 

bioinformáticos confirmó la obtención de ADNc completos y se obtuvo una gran 

cantidad de información de cada uno ellos. Este análisis permitió describir las diferentes 

distancias existente entre la secuencia SL y el ATG de inicio (0-55nt), y conocer que no 

existe un patrón aparente que clasifique a los ARNm que llevan a cabo el proceso de 

trans-splicing en el cisticerco de T. solium. 

 

5. El análisis y caracterización de las secuencias también permitió conocer que el 

proceso de trans-splicing en Taenia solium no está asociado a genes específicos, ni a 

familias multigénicas, ni a localización subcelular, ni a estadios de vida específicos, al 

igual que en otros platelmintos. 
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6. La identificación de diversas proteínas típicas del metabolismo de organismos 

vivos, tales como; factores de transcripción, diferentes enzimas, proteína activadoras e 

inhibidoras, proteínas involucradas en señalización celular, proteínas de unión a lípidos, 

así como proteínas ribosomales, evidencian que el  proceso de trans-splicing  en Taenia 

solium pudiese tener un rol crucial en la regulación de los procesos metabólicos. 

 

7. La comparación de las secuencias obtenidas con las depositadas en los bancos de 

datos permitió conocer hipotéticamente la naturaleza de las secuencias de proteínas, 

algunas nunca antes reportadas en T. solium, otras con similitud a secuencias 

almacenadas en las bases de datos de organismos evolutivamente cercanos y otras sin 

similitud a ninguna antes reportada.  

 

8. Se identificaron los parásitos T. asiática, T. saginata, E. granulosus, E. 

multilocularis, H. microstoma, S. japonicun y S. mansoni como los principales 

organismos que poseen proteínas homólogas a proteínas de cisticerco de T. solium, 

siendo los del mismo género Taenia los que presentaron proteínas con mayor grado de 

similitud, seguidos de los céstodes del género Equinococcus, Himenolepis y por último 

los trematodes del género Schitosoma, siendo todos evolutivamente cercanos por ser 

platythelminthes.  

 

9. El análisis y comparación de las secuencias permitió conocer las características de 

varias proteínas de T. solium nunca antes reportadas, así como, posibles isoformas de 

proteínas no reportadas anteriormente, en las cuales el mecanismo de trans-splicing 

puede originar diferentes ARNm a partir de un mismo gen, aumentando la diversidad de 

proteínas sin  necesidad de un incremento en el tamaño del genoma, pudiendo ser este 

un mecanismo de regulación post-transcripcional de estos genes ortólogos en 

determinadas especies. 

 

10. La similitud de secuencia del Spliced Leader de los diferentes helmintos en los 

cuales se ha descrito este mecanismo, algunos muy separados evolutivamente de T. 

solium, tales como C. elegans, apoyan la hipótesis de que este mecanismo pudiese 

haberse originado de un ancestro común. 
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