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RESUMEN 

 

Los linfocitos T reguladores son células muy importantes para mantener la 

homeostasis de la respuesta inmune y como en otras especies, en el cerdo 

también se ha identificado este tipo celular. El Foxp3 es un factor de 

transcripción y al mismo tiempo el marcador más importante para identificar a 

linfocitos T reguladores, ya que es esencial para su diferenciación y función. 

Existen diversos factores que activan el promotor del foxp3 e inducen la 

expresión del Foxp3; en ratón y humano se ha observado que el factor 

transformante del crecimiento-β (TGF-β) es uno de los más importantes. Sin 

embargo, en el cerdo se desconocen por completo las características del 

promotor del foxp3 y los factores que inducen su expresión. El objetivo de 

este trabajo fue evaluar el efecto del TGF-β en la actividad del promotor del 

gen foxp3 de cerdo en células HEK293. En esta tesis se identificó, por 

homología con otras especies, una región que corresponde al promotor 

central del foxp3 de cerdo en la secuencia del cromosoma X. Se diseñaron 

iniciadores específicos para amplificar y secuenciar esta región a partir de 

ADN de timo de cerdo. Los resultados revelan que dicha secuencia 

nucleotídica presenta 71.5 % y 77.5 % de identidad con la secuencia del 

promotor central de ratón y humano, respectivamente. Asimismo, presenta la 

caja TATA a -41 pb corriente arriba del sitio de inicio de transcripción, la GC 

a -151 pb y la CAAT a -257 pb. En dicha secuencia, se localizaron los sitios 

de unión a los factores de transcripción NFAT, AP-1, NF-κB, GATA y STAT 

característicos del promotor central del foxp3. El posible promotor central del 

foxp3 de cerdo se clonó en el vector pGL4.12 que codifica para la proteína 

reportera luciferasa y se transfectaron células HEK293 con el mismo. Los 

resultados preliminares muestran que la actividad del promotor central del 

foxp3 de cerdo fue 5.7 veces mayor en presencia de TGF-β con respecto al 
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control sin estímulo. Esto, a pesar de ser un resultado preliminar indica que 

posiblemente el TGF-β activa al promotor del foxp3 de cerdo e induce la 

expresión de este gen. 



 
 

INTRODUCCIÓN 

 

El sistema inmune es fundamental para mantener un buen estado de salud ya 

que protege al organismo contra patógenos invasores y evita la transformación 

de células sanas en células tumorales. Sin embargo, como en todo sistema 

ocurren fallas y se generan trastornos que llevan al desarrollo de 

enfermedades. Entre estos trastornos se pueden incluir respuestas inmunes 

aberrantes dirigidas hacia agentes no propios inofensivos o células propias, que 

desencadenan severas patologías o procesos autoinmunes. En el organismo, 

existen muchos mecanismos regulatorios del sistema inmune y uno de los 

cuales son los linfocitos T reguladores (Tregs) (Abbas et al., 2008).  

Los linfocitos Tregs son una subpoblación de linfocitos T cooperadores (T 

helper, Th) que ejercen diversas funciones en el sistema inmune, como la 

prevención de enfermedades autoinmunes, represión de alergias y asma, el 

control de la magnitud de la respuesta inmune por células Th efectoras, etc. Sin 

embargo, todas estas funciones conducen a mantener la tolerancia hacia 

antígenos propios y proteger al huésped de una respuesta inmune exagerada 

hacia antígenos extraños (Corthay, 2009). El factor de transcripción Forkhead 

Box P3 (Foxp3) es un gen regulador elemental para la diferenciación de Tregs 

(Hori et al., 2003a). Debido a la importancia de Tregs en la regulación del 

sistema inmune, se han tratado de identificar los factores que promueven la 

expresión de Foxp3 y por lo tanto la diferenciación de Tregs. En el cerdo, uno 

de estos factores podría ser el TGF-β (Factor transformante de crecimiento β). 

El TGF-β es una citocina que regula la actividad de diferentes tipos celulares y 

se ha demostrado que es capaz de inducir células Tregs CD4+Foxp3+ a partir de 

linfocitos Th Foxp3-. Asimismo, se ha observado que en el ratón, es pieza clave 

en la inducción de la expresión del factor de transcripción Foxp3 (Chen et al.,
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 2003). Sin embargo, existe gran controversia en cuanto al mecanismo de 

señalización que induce esta citocina para promover la expresión de este gen. 

En el cerdo se desconoce por completo el efecto de esta citocina en la 

expresión del Foxp3. Así, el objetivo de este trabajo de investigación es evaluar 

el efecto del TGF-β en la actividad del promotor del gen foxp3 de cerdo en 

células HEK293.  
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

 

Linfocitos T 

 

Los linfocitos T están involucrados en la respuesta inmune de tipo celular y son 

muy importantes en el mantenimiento de la homeostasis de la respuesta 

inmune. Los principales dos subconjuntos de células T son los linfocitos T 

cooperadores (CD4) y linfocitos T citotóxicos (CD8). Las células T cooperadoras 

se encargan de regular la respuesta inmune mediante la producción de 

citocinas y quimiocinas. Estas células activan a linfocitos B, linfocitos T 

citotóxicos (CTL), células asesinas naturales (natural killer, NK) y macrófagos, 

además reclutan células efectoras en los sitios de infección e inflamación. Las 

células T citotóxicas (CD8) llevan a cabo la función efectora de la respuesta 

celular. Son capaces de reconocer células anfitrionas infectadas por virus o por 

otros microorganismos intracelulares y destruirlas mediante la secreción de 

proteínas que generan la apoptosis (Abbas et al., 2008; Zhu y Paul, 2008). 

 

Clasificación y función de linfocitos T cooperadores 

 

Los linfocitos T cooperadores son conocidos también como células Th (del 

inglés T helper). Se clasifican de acuerdo al tipo de citocina que producen en: 

Th1, Th2, Th17 y T reguladores (Tregs). Los linfocitos Th1 secretan 

principalmente interferón (IFN)-γ que promueve una respuesta inmune contra 

patógenos intracelulares. Las células Th2 secretan interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-
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13, las cuales favorecen la producción de anticuerpos ayudando al huésped a 

defenderse de parásitos extracelulares. Las células Th17 producen 

principalmente IL-17 y promueven respuestas inmunes contra bacterias 

extracelulares y hongos. Así también, son responsables en la participación de la 

inducción de varias enfermedades autoinmunes órgano-específicas. Los Tregs 

(cuyo fenotipo característico es CD4+CD25+Foxp3+) se caracterizan por producir 

IL-10, TGF-β e IL-35, y su función es la de suprimir la respuesta inmune (Abbas 

et al., 2008; Zhu y Paul, 2008) 

 

Linfocitos T reguladores 

 

El concepto de regulación mediado por células T supresoras fue descrito por 

primera vez en 1970 (Gershon y Kondo, 1970). Sin embargo, debido a que no 

se pudo identificar ningún tipo de marcador celular o molécula soluble 

específica, el concepto fue abandonado por algún tiempo. Fue hasta 1995 que 

éstas células fueron identificadas como T CD4+CD25+ con actividad supresora, 

a las que se les denominó T reguladoras (Sakaguchi et al., 1995). Más 

adelante, se descubrió el factor de transcripción Foxp3 como el marcador 

celular más específico de los Tregs, así como un regulador crítico en el 

desarrollo, función y la homeostasis de estas células (Hori et al., 2003b). La 

primera evidencia que destacaba la importancia de los Tregs se observó en 

pacientes que presentaban mutaciones en foxp3. Éstos, desarrollaban una 

enfermedad autoinmune fatal llamada síndrome de inmunodeficiencia, 

poliendocrinopatía, enteropatía, ligado al cromosoma X (IPEX) (Gambineri et 

al., 2003). A partir de este hallazgo, rápidamente se hizo evidente la importancia 

de los Tregs en la regulación del sistema inmune. 
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Función de los Tregs 

 

Desde su descubrimiento hasta la fecha, a los Tregs se les han atribuido 

diversas funciones que han ayudado a esclarecer lo que hacen realmente en el 

sistema inmune. Actualmente se conocen al menos 9 funciones que no son 

exclusivas de estas células, como son: prevención de enfermedades 

autoinmunes, represión de alergias y asma, inducción y tolerancia contra 

antígenos de la dieta, represión de inmunopatologías inducidas por patógenos, 

regulación de las células efectoras en la respuesta inmune, inducción de 

tolerancia materna contra el feto, represión de la activación de células T 

desencadenada por estímulos débiles, control de la magnitud de la respuesta 

inmune por células Th efectoras y protección de eliminación de bacterias 

comensales por el sistema inmune (Corthay, 2009). 

Por lo tanto, los Tregs presentan diversas funciones en el organismo. Sin 

embargo, la mayoría están encaminadas a mantener la tolerancia hacia 

antígenos propios, proteger al huésped de una respuesta exagerada hacia 

antígenos extraños y así, mantener un buen estado de salud. 

 

Clasificación y diferenciación  

 

De acuerdo al sitio donde se desarrollan, los Tregs se dividen en dos 

subpoblaciones: Tregs naturales (nTregs) y Tregs inducidos (iTregs). 

Los nTregs se originan en el timo y posteriormente migran a tejidos periféricos y 

producen IL-10, IL-35 y TGF-β para ejercer sus efectos sobre diversas células 
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como las T cooperadoras, células dendríticas (DCs), macrófagos, linfocitos B, 

etc. En dichos tejidos expresan marcadores celulares de superficie entre los 

que destaca la cadena α del receptor de la IL-2 (CD25), así como el antígeno 

asociado a linfocitos T citotóxicos (CTLA-4), el gen activador de linfocitos 3 

(LAG-3), el glucocorticoide inductor del receptor de la familia de moléculas del 

factor de necrosis tumoral (GITR) y las ectonucleotidasas CD39 y CD73. 

Asimismo, expresan el factor de transcripción Foxp3 y moléculas de 

coestimulación como CD28 y CD40L (Figura 1) (Corthay, 2009). 

Se ha demostrado que las citocinas IL-2 y TGF-β son muy importantes para el 

mantenimiento de nTregs. Debido a que estas células expresan el receptor de 

alta afinidad a IL-2 (CD25) y no pueden producir esta citocina, dependen de la 

producción parácrina para su sobrevivencia y crecimiento (Su et al., 2004). El 

TGF-β es importante para el desarrollo de los nTregs ya que se requiere para 

mantener la expresión de Foxp3 y la función supresora periférica de estas 

células in vitro e in vivo (Marie et al., 2005). 

Los iTregs son generados en tejidos periféricos a partir de células T 

convencionales y comparten marcadores moleculares de superficie con nTregs 

tales como CD25, CTLA-4, GITR, etc. Se han descrito 2 subconjuntos de iTregs 

en base a las citocinas que causan su inducción: Tr1 Foxp3-, inducidos por IL-

10 y Th3 Foxp3+, por  TGF-β (Figura 1) ( Weiner, 2001; Vieira et al., 2004). Las 

células Tr1 Foxp3- y Th3 Foxp3+ ejercen su acción supresora a través de las 

citocinas por las cuales son inducidas. 

Además de IL-10 y TGF-β, existen otros factores que promueven la 

diferenciación de iTregs entre los que se encuentran las células presentadoras 

de antígenos (APCs). Especialmente las células dendríticas CD103+ del tejido 

linfoide asociado a intestino (GALT) (Mucida et al., 2007) y macrófagos de 

lámina propria (Figura 1) son capaces de promover la generación de iTregs en 
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estos tejidos (Denning et al., 2007). También se ha observado que las DCs de 

cerdo infectadas con el virus del PRRS aumentan la población de Tregs 

CD25+Foxp3+ (Silva-Campa et al., 2009).  

De lo anterior, se puede concluir que IL-10, TGF-β y Foxp3 son esenciales para 

el desarrollo de Tregs, así como para que ejerzan su actividad reguladora.  

 

 

Figura 1. Desarrollo de nTregs e iTregs y los marcadores asociados. Tomado 

de Workman et al., (2009). 
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Mecanismos de supresión 

 

Los mecanismos de acción que utilizan los linfocitos T reguladores para llevar a 

cabo sus funciones siguen siendo poco conocidos y controversiales. Dichos 

mecanismos pueden ser divididos en tres categorías: interacciones célula-

célula, secreción local de citocinas inhibitorias y competencia local por factores 

de crecimiento. 

La interacción célula-célula probablemente es el mecanismo de supresión más 

controversial. Este mecanismo es mediado principalmente a través de la 

interacción de las moléculas de superficie de células T reguladoras, tales como 

CTLA-4 y LAG-3, y su interacción con CD80/CD86 y el complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase II (MHCII), respectivamente en la APC (Sojka et al., 

2008; Tang y Bluestone, 2008; Corthay, 2009). Esta interacción resulta en la 

disminución de la capacidad de las APCs para activar células T convencionales. 

Asimismo, se ha observado que el TGF-β unido a membrana contribuye a la 

supresión (Nakamura et al., 2001), al igual que otras moléculas citolíticas como 

Fas, granzima B en ratones y granzima A en humanos (Gondek et al., 2005; 

Cao et al., 2007) 

Recientemente, se han realizado varios estudios que describen nuevos 

mecanismos de supresión de Treg mediados por alteración del metabolismo. Se 

ha descrito que la expresión de CD73 y CD39 (ectonucleotidasas) incrementan 

la producción de AMP cíclico (AMPc), el cual se ha asociado a la inhibición de 

la proliferación celular y la producción de citocinas en células efectoras (Sojka 

et al., 2008; Tang y Bluestone, 2008; Corthay, 2009) 
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Las citocinas inhibitorias IL-10, TGF-β e IL-35 son expresadas en células T 

reguladoras y se consideran un importante mecanismo de represión utilizado 

por las mismas. (Sojka et al., 2008; Tang y Bluestone, 2008; Corthay, 2009). 

Por último, se ha descrito que la competencia por factores de crecimiento (IL-2), 

es otro mecanismo de supresión. Se ha observado que en cocultivos los Tregs 

privan de IL-2 a las células efectoras. Lo anterior se debe al hecho de que los 

Tregs expresan altos niveles de CD25 y las células T vírgenes lo expresan 

después de su activación. Además, la absorción de IL-2 activa a Tregs y así se 

incrementa la producción de IL-10 (Sojka et al., 2008). 

 

Linfocitos T reguladores de cerdo 

 

Al igual que en otras especies, se han identificado linfocitos T reguladores en 

cerdo (Kaser et al., 2007). Éstos presentan la capacidad de suprimir la 

respuesta inmune (Kaser et al., 2007) y hasta la fecha se han descrito dos 

fenotipos de éstas células: CD4+CD25+Foxp3+ y 

CD4+CD8+CD25+MHCII+Foxp3+ (Kaser et al., 2008). En un estudio donde se 

evaluó la función de las células Tregs se identificaron dos subconjuntos de las 

mismas derivadas de linfocitos T de sangre y tejidos linfoides secundarios. 

Estos subconjuntos son: células CD4+ con baja expresión de CD25 

(CD4+CD25dim) y células CD4+ con alta expresión de CD25 (CD4+CD25high). 

Ambos subconjuntos tienen la capacidad de producir IL-10 y solamente las 

células CD4+CD25high presentan la capacidad de suprimir la proliferación de 

células CD4+CD25- (Kaser et al., 2007). 

En un estudio reciente se encontró que las células T reguladoras de cerdo 

requieren de la citocina IL-2 exógena así como el estímulo del TCR (Receptor 
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de células T) para vencer su estado anérgico. Una vez activadas, utilizan los 

tres mecanismos de supresión descritos anteriormente: interacción célula-

célula, secreción de la citocina IL-10 (inhibitoria) y competencia por el factor de 

crecimiento IL-2. Así también, la supresión afecta la activación de células Th, 

CTL y TCR-γδ (Kaser et al., 2011).  

 

Foxp3 

 

El Foxp3 (Forkhead box P3) es un miembro de la familia de las proteínas Fox 

(Forkhead box). Éstas, son factores de transcripción que regulan la expresión 

de genes involucrados en el crecimiento, proliferación, diferenciación y 

longevidad celular. La característica distintiva de las proteínas Fox es la caja 

forkhead (llamada también winged hélix), formada por 80 a 100 aminoácidos 

que constituyen el dominio de unión a ADN. Los miembros de la familia Fox 

pueden ser activadores o represores transcripcionales (Bucknera y Zieglerb, 

2008).  

El factor de transcripción Foxp3 es una proteína que se encuentra altamente 

conservada en bovinos, felinos, caninos, murinos, macacos, y humanos. De 

hecho, las secuencias de aminoácidos del Foxp3 de humano y de ratón tienen 

86% de identidad y 91% de similitud en sus aminoácidos (Lankford et al., 2008).  

El Foxp3 es el marcador celular más específico de linfocitos T reguladores y es 

esencial para la diferenciación y función de estas células. Esto ha sido 

comprobado en estudios con retrovirus y células de ratones. La incorporación 

del gen foxp3 al genoma de células T CD4+CD25- con retrovirus, promueve su 

conversión en Tregs y la represión de la proliferación de las células T 
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CD4+CD25- no infectadas in vitro (Hori et al., 2003b). Las células infectadas, por 

su parte, presentan actividad reguladora in vivo, ya que protegen al huésped del 

desarrollo de enfermedades autoinmunes (Tang et al., 2004).  

La generación de ratones transgénicos con una expresión excesiva de Foxp3, 

permite conocer la función de Foxp3 in vivo. En estos ratones, 

aproximadamente el 80% de células T CD4+ producen dicho factor de 

transcripción y presentan actividad reguladora in vitro (Khattri et al., 2003a; 

Kasprowicz et al., 2005). Por otra parte, ratones a los que se les induce alguna 

mutación en foxp3, producen una proteína carente de funcionalidad, y por lo 

tanto no son capaces de promover la generación de Tregs (Fontenot et al., 

2005). 

En base a lo anterior, se puede concluir que la expresión de Foxp3 es 

indispensable para el desarrollo y la función de linfocitos T reguladores. 

 

Vías de señalización que inducen la expresión de Foxp3 

 

Los mecanismos moleculares que regulan la expresión del Foxp3 son poco 

conocidos. Existen varias señales que actúan en conjunto para regular la 

expresión del factor de transcripción Foxp3. Entre ellas se incluye la unión del 

TCR con el MHC-II, la coestimulación a través de CD28, la participación de la 

IL-2 y la importante señal emitida por el reconocimiento del TGF-β a través de 

su receptor. Estos eventos resultan en la activación de factores de transcripción 

que regulan la expresión de foxp3 mediante su unión a la región promotora del 

gen. Entre los factores de transcripción que se activan se incluye la proteína de 

unión a elementos de respuesta a AMP cíclico (CREB), el factor de 

transcripción activador (ATF), el factor nuclear de activación de células T 

http://es.wikipedia.org/wiki/AMPc
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(NFAT), el activador de la proteína 1 (AP1), el gen de respuesta temprana 

inducible por TGF-β 1 (TIEG1), el factor madre del homólogo decapentaplégico 

(SMAD3), el transductor de señal y activador de la transcripción 5 (STAT5) y 

recientemente se ha reportado que STAT1 lleva a cabo la misma función 

(Ouaked et al., 2009). Sin embargo, la contribución de cada vía en la activación 

o represión de la expresión de Foxp3 puede diferir entre los distintos tipos de 

células T (Figura 2) (Huehn et al., 2009).  

 

 

Figura 2. Vías de señalización que inducen la expresión de Foxp3. Tomado de 

Huehn et al., (2009). 
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Estructura del gen foxp3 

 

El foxp3 es un gen que actúa como “regulador maestro” en el desarrollo de 

células T reguladoras y se requiere su expresión constitutiva para que dichas 

células lleven a cabo su función supresora. 

En murinos al igual que en bovinos, que el gen foxp3 posee 14 exones 

(Brunkow et al., 2001). El de humanos y macacos presenta 12 exones y en el 

caso de caninos y ratas, el gen tiene 11 exones.   

Se ha observado que en humanos, el sitio de inicio de la transcripción del 

FOXP3 está localizado 6211 pb corriente arriba del sitio de inicio de la 

traducción. El extremo 5’ no traducido se encuentra interrumpido por el intrón 0 

de 6011 pb. Inmediatamente corriente arriba del sitio de inicio de transcripción 

del FOXP3 (-511 a +176) se encuentra una región que posee varios sitios de 

unión a factores de transcripción (AP-1, NFAT) con características indicativas 

de los promotores eucariotas, incluyendo las cajas TATA, GC y CAAT. Esta 

región actúa como un promotor de la transcripción del FOXP3 y se conoce 

como la región del promotor proximal, promotor central o promotor “core”. Están 

presentes otros elementos reguladores cis en el intrón 0, y a éstos se les 

conoce como potenciadores intrónicos (Figura 3) (Mantel et al., 2006). 

 

Foxp3 de cerdo 

 

En los cerdos, se ha determinado la secuencia de aminoácidos y nucleótidos 

del factor de transcripción Foxp3. La proteína está formada por 432 
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aminoácidos y presenta gran homología con las secuencias de otras especies 

de mamíferos, en especial la de bovinos con la que comparte el 95%. La 

secuencia de nucleótidos del gen foxp3 que se conoce incluye 1518 pb. En la 

misma, se encuentran especificados los 1296 pb que codifican para la proteína 

y segmentos cortos de las secuencias no traducidas (UTRs) del extremo 5’ y 3’ 

(Bolzer et al., 2009). Sin embargo, la secuencia del promotor aún no ha sido 

identificada. 

 

 

Figura 3. Esquema del gen foxp3 de humano. Se encuentra señalado el sitio de 

inicio de la transcripción (TSS), el sitio de inicio de la traducción y la región del 

promotor del foxp3. 

 

TGF-β 

 

El factor transformante de crecimiento beta (TGF-β) es un regulador general de 

las actividades celulares con múltiples efectos biológicos. Es una citocina que 

pertenece a una superfamilia de factores de crecimiento y es sintetizada por 

diferentes tipos celulares incluyendo linfocitos, macrófagos, fibroblastos, 

miocitos, condrocitos, astrocitos, células epiteliales, células de riñón, células de 

http://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_crecimiento
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placenta y plaquetas, así como por algunas células tumorales ( Lyons y Moses, 

1990; da Cunha y Vitkovic, 1992; Steigerwalt et al., 1992). El TGF-β tiene 

efectos sobre la poliferación, diferenciación, migración y supervivencia celular 

que afectan múltiples procesos biológicos, incluyendo el desarrollo, 

carcinogénesis, fibrosis, cicatrización de heridas y la respuesta inmune (Blobe 

et al., 2000). 

 

Diferenciación de Tregs 

 

Durante mucho tiempo se ha tenido gran interés en la comprensión de la 

regulación de la inmunidad de células T y la tolerancia que promueve el TGF-β 

(Chen y Wahl, 1999, 2002, 2003). Antes de que el foxp3 se identificara como el 

gen "regulador maestro" para el desarrollo de las células Treg (Fontenot et al., 

2003; Hori et al., 2003b; Khattri et al., 2003b), se demostró que el TGF-β era 

capaz de inducir células T CD4+CD25+CTLA-4+ anérgicas/supresoras a partir de 

células T CD4+ vírgenes en ratones (Chen et al., 2003). 

A partir del descubrimiento del foxp3 como un gen crítico en Tregs, se ha 

reportado que el TGF-β junto con la estimulación por TCR, promueve la 

expresión del Foxp3 en células T CD4+CD25-Foxp3- periféricas vírgenes y las 

convierte en células Tregs Foxp3+ (Chen et al., 2003). Lo anterior se ha 

confirmado tanto en ratones como en humanos (Fantini et al., 2004; Fu et al., 

2004). Asimismo, en estudios con ratones transgénicos en los que sólo células 

T Foxp3+ expresaban la proteína verde fluorescente (GFP) o la proteína roja 

fluorescente (RFP), se demostró que el TGF-β es capaz de convertir células T 

CD4+Foxp3- en células T reguladoras Foxp3+ (Wan y Flavell, 2005; Bettelli et 

al., 2006). 
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Varios grupos de investigación han comprobado que el TGF-β es necesario en 

células T CD4+ para inducir la expresión de Foxp3. Por otro lado, las células T 

CD4+ con una deficiente señalización en TGF-β no son capaces de convertirse 

en células Tregs Foxp3+ in vitro o in vivo (Apostolou et al., 2008; Liu et al., 

2008). Se ha demostrado que IL-2 es fundamental para facilitar la inducción de 

la expresión de Foxp3 mediada por TGF-β en células T CD4+ vírgenes, aunque 

por sí sola es incapaz de inducir la expresión de Foxp3 (Davidson et al., 2007; 

Zheng et al., 2007) 

Por otra parte, el aumento sistémico de TGF-β promueve un incremento 

sustancial en el número de células Treg Foxp3+ en ratones (Luo et al., 2007; 

Perruche et al., 2008). 

Por lo anterior, se puede concluir que el TGF-β es esencial en la diferenciación 

del células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+. 

 

Regulación de la transcripción de Foxp3 

 

A pesar del consenso general de que el TGF-β en el contexto de la estimulación 

por TCR induce la expresión de Foxp3 en células T CD4+ vírgenes, los 

mecanismos moleculares de señalización no están bien definidos. En la 

actualidad, se conoce que tanto la señalización del TCR y del TGF-β son 

esenciales, ya que un estímulo único no promueve la expresión del Foxp3. 

Se cree que la inducción de la expresión de Foxp3 puede ser mediada por las 

vías de señalización dependiente o independiente de SMAD (Derynck y Zhang, 

2003). Estudios han demostrado, al menos in vitro, que SMAD3 (Tone et al., 

2007) y/o SMAD4 se requieren para la inducción de Foxp3 mediada por TGF-β 
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en células T CD4+ vírgenes. Las células T CD4+ que carecen de cualquiera de 

estos genes muestran un defecto marcado en la inducción de Foxp3.  

El mecanismo de señalización del TGF-β para la expresión de Foxp3 

dependiente de SMAD, al menos en ratones, consiste en la inducción de la 

activación de SMAD3 (SMAD fosforilado, pSMAD3). Éste, ejerce un efecto 

como un factor de transcripción de gran alcance para el gen foxp3. Se ha 

observado que inicialmente SMAD3 se une a un sitio potenciador en el intrón 2 

y luego interactúa con los componentes del factor nuclear κB (NF-κB), NFATc2 

y CREB, y éstos forman un complejo potenciador que se une al promotor del 

foxp3. Cabe señalar, que en ratón no hay sitios de unión a SMAD3 en el 

promotor del foxp3 y por lo tanto SMAD3 probablemente modifica la actividad 

del promotor indirectamente a través de la unión a otros componentes del 

complejo potenciador (Tone et al., 2007). 

Según Derynck y Zhang, (2003) es posible que TGF-β induzca la expresión de 

Foxp3 través de una vía de señalización independiente de SMAD. Esta 

posibilidad podría sugerir que la señal de TCR junto con la señal del TGF-β, 

dirige la transcripción del foxp3 en células T CD4+. En este escenario, la señal 

del TGF-β sirve como cofactor, probablemente como un inhibidor, y la señal del 

TCR como el inductor principal. La evidencia experimental a favor de esta 

posibilidad incluye la demostración de que algunos de los factores de 

transcripción de células T, tales como NFAT y AP-1, se unen directamente al 

promotor del foxp3 (Wu et al., 2006). GATA-3, un factor de transcripción crítico 

en la diferenciación de las células Th2, también puede unirse al promotor del 

foxp3 (Mantel et al., 2007). Por otra parte, RORγt, el factor de transcripción 

maestro en la diferenciación de las células Th17, interacciona físicamente con 

el foxp3. Esto podría resaltar un nivel de regulación mutua entre células Foxp3+ 

y las Th17 (Zhou et al., 2008).  
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Existen estudios en humano y ratón donde se ha tratado de conocer la forma en 

que el TGF-β induce la expresión del Foxp3. Sin embargo, aún existe gran 

controversia en cuanto al mecanismo molecular de señalización que promueve 

el TGF-β en la expresión del Foxp3. Por otro lado, hasta el momento no existe 

ninguna información al respecto en el caso del cerdo. 
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HIPÓTESIS 

 

El TGF-β induce la actividad del promotor de Foxp3 de cerdo 

 

OBJETIVOS 

 

General 

 

Evaluar el efecto del TGF-β en la actividad del promotor del gen Foxp3 de cerdo 

en células HEK293. 

 

Particulares 

 

1. Amplificar la región promotora central del foxp3 de cerdo y obtener la 

secuencia. 

2. Clonar la región promotora central de foxp3 de cerdo en el vector pGL4.12 

que expresa una luciferasa como gen reportero. 

3. Cuantificar la actividad del promotor de Foxp3 a través de la expresión de 

luciferasa en células HEK293 transfectadas con pGL4.12-pFoxp3 y 

estimuladas con TGF-β. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Herramientas bioinformáticas 

 

Las secuencias de ADN utilizadas para este trabajo se obtuvieron del GenBank: 

‹http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/› y de Ensembl Genome Browser: 

‹www.ensembl.org/index.html›. Dichas secuencias se analizaron con el 

programa Bioedit 7.0.9.0. Asimismo, se realizaron alineamientos múltiples de 

secuencias nucleotidicas con el algoritmo BLAST comparando con la base de 

datos del GenBank. 

Las características de los iniciadores diseñados para amplificar el promotor 

central del foxp3 de cerdo se verificaron utilizando el “DNA calculator” de 

Sigma: ‹http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp› 

 

Extracción de ADN 

 

La extracción de ADN se realizó a partir de tejido de timo y células T CD4+ de 

cerdo. Se utilizaron columnas de separación “DNeasy Blood & Tissue Kit” 

(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido fue 

almacenado a -20 °C hasta su utilización. 
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Amplificación del promotor central del foxp3 porcino 

 

El promotor del foxp3 de cerdo fue amplificado mediante PCR convencional con 

iniciadores específicos. Los iniciadores utilizados fueron Fw90: 5’ 

AGCCAGCGATTCTCAGACTCTTG 3’ y Rv940: 5’ 

CTTGGTGAAGTGGACTGACAGAA 3’. La reacciones se realizaron en 50 µL 

que contenían 5 µL del buffer de reacción 10X, dNTPs 2.5 mM, MgCl2 25 mM, 

10 µM de cada primer, 1.2 U de Taq ADN Polimerasa y 300 ng de templado. 

Las condiciones de los ciclos térmicos fueron: 94 °C por 3 min, seguidos de 42 

ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s y 72 °C por 1 min, seguido de una 

extensión final de 10 min a 72 °C. Se tomaron alícuotas de 10 µL de cada 

producto de PCR y los fragmentos amplificados fueron separados por 

electroforesis, en geles de agarosa al 1.2 % teñidos con SYBR Safe® 

(Invitrogen).  

 

Purificación de productos amplificados y secuenciación 

 

Los productos amplificados se purificaron con las columnas GFXTM PCR DNA 

and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) y se secuenciaron por el método 

de Sanger en el Genomic Analysis and Technology Core, GATC (Universidad 

de Arizona).  
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Clonación de la región promotora de foxp3 de cerdo en el 

vector pCR 2.1-TOPO 

 

El producto amplificado y purificado se clonó inicialmente en el vector pCR 2.1-

TOPO utilizando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen), siguiendo las 

instrucciones de proveedor. Las bacterias transformadas se cultivaron en placas 

con medio LB con ampicilina (100 µg/mL) a 37 °C durante 24 horas. 

Posteriormente, se inocularon 5 mL de medio LB (Sigma) líquido con ampicilina 

(100 µg/mL) (Sigma) con una colonia de células de E. coli portadora del 

plásmido. Se cultivaron las células bacterianas durante 24 horas a 37 °C, con 

agitación orbital (220 rpm). Por último se realizaron minipreps (Birnboim y Doly, 

1979) para extraer el ADN plasmídico.  

 

Clonación de la región promotora de foxp3 de cerdo en el 

vector pGL4.12 

 

Se realizó una PCR para amplificar el producto clonado en el vector pCR 2.1-

TOPO y el amplicón obtenido se clonó en el vector pGL4.12 (Promega) como 

se describe a continuación. El vector pGL4.12 y el producto de PCR se 

digirieron con las enzimas de restricción KpnI (Biolabs) y HindIII (Biolabs) 

siguiendo las recomendaciones del proveedor. El vector y el producto de PCR 

digeridos, se ligaron con la enzima T4 DNA Ligasa (Invitrogen) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante y se obtuvo el plásmido pGL4.12-pFoxp3. El vector 

ligado con el inserto se utilizó para transformar células de E. coli químicamente 

competentes mediante choque térmico. Las bacterias transformadas se 
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cultivaron en placas con medio LB (Sigma) con ampicilina (100 µg/mL) (Sigma) 

a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se inocularon 5 mL de medio LB 

líquido con ampicilina (100 µg/mL) con una colonia de células de E. coli 

portadora del plásmido. Se cultivaron las células bacterianas durante 24 horas a 

37 °C, con agitación orbital (220 rpm). Finalmente se realizó la purificación de 

ADN plasmídico con el kit ChargeSwitch®-Pro (Plasmid Miniprep Kit Invitrogen).  

 

Cultivo celular 

 

Se utilizó la línea celular derivada de riñón embrionario humano (HEK293), la 

cual se cultivó en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con piruvato de 

sodio 2 mM (Sigma), L-glutamina 2 mM (Sigma), penicilina 100 UI/mL (Sigma), 

estreptomicina 100 µg/mL (Sigma), anfotericina 1 µg/mL (Sigma) y 10% de 

suero fetal bovino (SFB) (Gibco). 

 

Transfección y estimulación de células HEK293 

 

Se sembraron 150,000 células HEK293 en placas de cultivo de 24 pozos en 

500 µL de medio RPMI con 10 % de SFB y antibióticos hasta obtener una 

confluencia aproximada del 90 %. Después de 24 horas de la siembra, las 

células fueron lavadas 2 veces con PBS 1X y se agregaron 500 µL de medio 

RPMI-1640 sin suero y libre de antibióticos. 
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Para la transfección se utilizaron 1.5 µL de lipofectamine 2000 (Invitrogen). Se 

transfectó un pozo con el plásmido pGL4.12 (Promega) (Figura 4) como control 

del ensayo, dos pozos con la construcción pGL4.12-pFoxp3 y un pozo con el 

vector pGL3-Control (Promega) (Figura 4) como control de transfección. Los 

plásmidos se utilizaron a una concentración de 800 ng de DNA/pozo. En la 

Figura 5 se esquematiza el diseño del experimento de transfección. 

 

 

Figura 4. Esquema de los vectores pGL4.12 y pGL3-Control utilizados para la 

transfección. A) El vector pGL4.12 codifica el gen reportero luciferasa (Photinus 

pyralis) y no se encuentra regulado por ningún promotor. B) El vector pGL3-

Control codifica el gen reportero luciferasa (Photinus pyralis), el cual se 

encuentra regulado por el promotor SV40, lo que resulta en una fuerte 

expresión de luciferasa. 

 

La lipofectamina y el DNA fueron resuspendidos por separado en 50 µL de 

medio RPMI sin suero y libre de antibióticos por cada pozo. Posteriormente se 

mezclaron entre sí para formar los complejos DNA-lipofectamina y se incubaron 

durante 20 min a temperatura ambiente. Ya incubados, se procedió a agregar 

los 100 µL del respectivo complejo a cada uno de los pozos correspondientes. 
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Después de 6 horas de transfección e incubación a 37 °C y 5 % de CO2, las 

células fueron lavadas con PBS 1X y se agregaron 500 µL de medio RPMI-

1640 con 10 % de SFB y antibióticos. Posteriormente, uno de los pozos con 

células HEK293 transfectadas con la construcción pGL4.12-pFoxp3 fue 

estimulado con TGF-β porcino recombinante (5 ng/mL) (Figura 5 C). Las células 

se incubaron a 37 °C y 5 % de CO2 durante 48 h. Finalmente se evaluó la 

actividad del promotor por luminiscencia.  

. 

 

Figura 5. Diseño del experimento de transfección. Las células HEK293 fueron 

transfectadas con los plásmidos A) pGL4.12, B) pGL4.12-pFoxp3, C) pGL4.12-

pFoxp3 + TGF-β (5 ng/mL) y D) pGL3-Control. 

 

Ensayo de actividad del promotor por luminiscencia 

 

Después de 48 horas de la transfección se realizaron los ensayos de 

luminiscencia. Para estos se utilizó el kit Dual Luciferase Assay Reporter 

System (Promega). Las células fueron lavadas 2 veces con PBS 1X, se 

agregaron 100 µL del reactivo de lisis (PLB), se incubaron durante 15 minutos a 

temperatura ambiente y agitación constante. 
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Las señales de bioluminiscencia fueron detectadas con el lector de microplacas 

multimodal FLUOStar Omega (BMG Labtech). Se transfirieron 20 µL del lisado 

a una placa de 96 pozos, se agregaron 20 µL del reactivo LAR II el cual 

contiene el sustrato para la luciferasa de luciérnaga y se realizó la medición de 

la emisión de luz.  
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RESULTADOS 

 

Localización del promotor del foxp3 en el cromosoma X  

 

Las secuencias de nucleótidos de humano (NG_007392), ratón (AF277994.1) y 

caballo (NC_009175.2) analizadas en este trabajo, se obtuvieron del GenBanK. 

Mientras que las secuencias de cerdo (ENSSSCT00000013445), bovino 

(ENSBTAG00000013279), perro (ENSCAFG00000015934), rata 

(ENSRNOG00000011702) y mono (ENSMMUG00000008624) se descargaron 

de Ensembl Genome Browser.  

Se localizó la región codificante del foxp3 de cerdo, bovino, perro, rata, caballo 

y mono en la secuencia del cromosoma X de cada especie. Posteriormente, se 

descargó la secuencia de dicho gen, así como 20,000 pb hacia el extremo 5’ 

UTR y 3’ UTR, para asegurar la inclusión de la región promotora. Se alinearon 

las secuencias obtenidas del cromosoma X de todas las especies mencionadas 

anteriormente, así como la del promotor del foxp3 de ratón y humano. En el 

alineamiento se identificó la secuencia del promotor central o core del foxp3 de 

humano y ratón, que ya han sido caracterizadas previamente (Mantel et al., 

2006) (Figura 6).  

Con base en la identificación de la secuencia del promotor central del foxp3 de 

humano y ratón (Figura 6), se identificaron las posibles secuencias de los 

promotores del foxp3 de cerdo, bovino, perro, rata, caballo y mono. Asimismo, 

se identificó el sitio de inicio de la transcripción (TSS) y las cajas TATA, GC y 

CAAT en todas las secuencias analizadas. Se localizaron los sitios de unión a 

los factores de transcripción NFAT, AP-1 (Mantel et al., 2006) y NF-κB 

http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000012296;r=X:42733977-42739686;t=ENSSSCT00000013445
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Summary?g=ENSBTAG00000013279
http://www.ensembl.org/Canis_familiaris/Gene/Summary?g=ENSCAFG00000015934
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Summary?g=ENSRNOG00000011702
http://www.ensembl.org/Macaca_mulatta/Gene/Summary?g=ENSMMUG00000008624
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(Eckerstorfer et al., 2010) (Figura 6). Se observó que tanto las cajas como los 

sitios de unión a factores de transcripción, se encuentran muy conservados 

entre especies (Figura 6).  

Por lo tanto, con base en la identificación de las cajas TATA, GC y CAAT, y de 

los sitios de unión a los factores de transcripción antes mencionados, se generó 

un esquema putativo del promotor central del foxp3 de cerdo. Asimismo, a partir 

de la generación de éste esquema, se diseñaron iniciadores específicos para 

amplificar dicha región reguladora en el cerdo. Éstos se denominaron Fw90 y 

Rv940 (Figura 6).  

 

 

 

 10        20        30        40        50        60        70        80        90       100 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      CAGAGACTCGCAGCAGCTTCTGGGAGCCAGCCATTCTGAGACTCTCTGATTCTGTGAATTT---------------------GTGGGGGGAGTACAGCCC 

Humano     ...TA...GT...T..A.............GG.....CC......TCA.G..CA.......T----------------AGGG.AT.ACA.T.GG.TCT.. 

ChX Cerdo  ...T..TGTT...TG.......A........G.....C.......TG.............GTTGGCAGCGGGGGGAGGTGGG..T....AG.G..CC..T 

ChX Bovino ...T..TGTT...TG.A.......----..TG....CC.......TG.............GT---------------GCGGG.GTA...AG.G..TC..T 

ChX Perro  ...T..TG.TA..TG.A.............TG.....CT....G.TC..........G..GC----------------GGCA.ATA.AAAG.G..TC..T 

ChX Rata   .........T......A..............A.............T...............---------------------....T..A.......... 

ChX Caballo...T.CTGTT...TG.A.............TG....AC....--CTC.............G------------------GGGTG.....AG.C..TC..T 

ChX Mono   ...TA...AT...T..A.............GG.....CC......TC.....CC......GT----------------AGGG.AT.AC..T.G..TCT.. 

 

 110       120       130       140       150       160       170       180       190       200 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      ACTTTTTT-CTCCATGAATTGCTTTCCATGCCTCTTGCCTTCTGTGGAAAGAAAGGCTACAGGAGTGGCCAGCTCTGCCAAGCCTTGG-CAACATGA-TG 

Humano     G....C.C-.........G.AAC..A......C..CA..C.....-.GG..GGGT.T.G....G.-.TG...AA..C..C-T.GCC..GT.GTTCA.GCA 

ChX Cerdo  G.......C.........G.AAC.........C...AG.C......AG....TG..T.G..ACC...T....GG..C..C.T..C...GT.GT.AA.A.- 

ChX Bovino G.A.....T...GG.A....AAC...T.....C..CAGTC..----AG....TG..T.G..A..A..T....AG..C.TC.T......G..GT.A..GC- 

ChX Perro  G.A.....-.........A..AC.........C.-----C.......GG...TG..T.G..----------.AG.------T......G..GT.A..GCA 

ChX Rata   ........-.............C..........T....T....A...........-....G......T.T..AC..C.TG.......A-........A.. 

ChX CaballoG.......-..G......G.AAC....C....C..CA..C.......G....TGT.T.G..A.....T....AG..C..CTT..C...C..GT.A..GCC 

ChX Mono   .....C..-.........G.AAC..A......C..CA..C.....-.GG..GGGT.T.G....G.-.T....AA..C..C-T.GC...GT.GTT...GCA 

 

 210       220       230       240       250       260       270       280       290       300 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      GTGGTGATCATATGCATGCTTGCTAAGGAAATACTGAGGTTTGGAGCAGA-AGGAAGCCTCTGGAGACAGAGCACTACCCCACCTCTCCCCTGGCTGCTT 

Humano     A...G..C.....CA..T.CAT...TA.GG.A.......CC.....T..G-GC..G........GA..CC...C...TT.TGT....TT..CT.GCAT.. 

ChX Cerdo  ...A...C.TC..CA..T.CCC...T..GG.A.......CC....C....AGCA.....C.A...A..CC...C...TT...TTC-.TT..CT.A..T.. 

ChX Bovino ...A...C...G.CAG.T.CACT.....GT.A..--...CC....C..C.-GCA.G.........A.TGC.A.C...TTT..TT.A.TT..CT.GCAT.. 

ChX Perro  ...AC..C.....CA..T..CC......G.GA........A.......-------G.........A..TC...C...TT.AGTT...TT..CT.G..TC. 

ChX Rata   .C.........G.TA.C...CC...G....GC..C....C..........-.T...............CA.......T....TG..A...T......... 

ChX Caballo...A...C.....CA..T.CAC......GG.A.......CA...C....G-GCA.....A.....A..TC.A.C...TT..TTG...TT..CT.G.AT.. 

ChX Mono   ....G..C.....CA..TTCAT...T..GG.A.......CC.......CG-GCA.G........GA..CC...C...TT.TGT....TT.ACT.GCAT.. 

 

 

Figura 6. Continúa 

  

Primer Fw90 
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 310       320       330       340       350       360       370       380       390       400 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      CCCATTCACATGGCAGGCTTCAGATCCCTTCTTCTGTTCAACCCAGCGATCCTCCAACGT---CTCACAA-ACACAATGCTGTCTCTACCTGCCTCGGGA 

Humano     .....C....CATAGA.........T.T--...TCT...--.....A..C....A..TA.CCT.....TC-...G....G.......G...........T 

ChX Cerdo  ....CG...CCAT-----.A..CTCTT.C.T...AA.AT--.TTCAA..CT......TA.CTT.....TCT...G.GC.GC......G......C-A... 

ChX Bovino .....C..TGCATAGC-..GT..T..GTC...C.CT...--.T.G.A..C....AC.TA.GCCT....TC-.TGGGG..GCA.......T.....-.A.. 

ChX Perro  ..TG---..CCAT--------------------------------------------------.A...TC---...G..G.A.....G....TT.-.... 

ChX Rata   .T..........T..................................A......A..TA.---...C.GC-...G....G..................A. 

ChX Caballo.T...C...GCATAG...C....TG.TGC....TCT...--.....A..C..G.A..TA.CCT...C.TC-...G.G..G--.....G.......-.... 

ChX Mono   .....C....CATAGA.........T.T.....TCT...--.....A..C....A..TA.CTT.....TC-...G....G.A.....G...........T 

 

 410       420       430       440       450       460       470       480       490       500 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      TGCCTTTGTGATTT----GACTTATTTTCCCTCAGTT------------TTTTTTTTCTGACTCTACACACTTTTGTTTAAGAAATTGTGGTTTCTCATG 

Humano     ..G.CC........ATTTT.G..C........TGT..TTTTTTTTT-----------.AA......T............T.A...C.............. 

ChX Cerdo  C...CC........ATTA..G..C..CC......T..TCTTTTCTTTTC..........A.....................A..CC.............. 

ChX Bovino A...CC........ATTT..G..C........-------------------........A..........A.--.....T.A...C.............. 

ChX Perro  C....CC.......ATTT..GG.T....TT.C.----------TTGTTT..........A.................G...A...C.............. 

ChX Rata   ..............----...................------------......--..A........................................ 

ChX CaballoC...CC........ATTTA.G..C........TGT..---TTTTTTTTT.......C..A.....................A..CC.............. 

ChX Mono   ..G.CC........ATTTT.G..C........TGT..TTTTTTTTTTTT.........AC............C......T.A...C.............. 

 

 510       520       530       540       550       560       570       580       590       600 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      AGCCCTGTTATCTCATTGATACCTTTTACCTCTGTGGTGAGGGGAAGAAATCATATTTTCAGATGACTTGTAAAGGGCAAAGAAAAAA-CCCAAAATTTC 

Humano     ......A.................C.C.........................................C...................A........... 

ChX Cerdo  ...T....................C.C.....G..A................................C...................-........... 

ChX Bovino ....T...................C.C........A................................C...................-........... 

ChX Perro  ........................C.C..........CA.............................C...................-........... 

ChX Rata   ........................................................................................-........... 

ChX Caballo.A..-...................C.C.........................................C...................-........... 

ChX Mono   ......A.................C.C.........................................C...................A........... 

 

 

610       620       630       640       650       660       670       680       690       700 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      AAAATTTCCGTTTAAGTCTCATAA----GAAAAGAATAAACAAAGTAAG----------------AGAGCAAAGAAAAAA------AAACTACAAGAACC 

Humano     ........................TCAA......G.G.....C..--------------------....AG.GA......------......TG...... 

ChX Cerdo  ........................TCAA...G..G.G.....G..CG..AGAGCGAGCGAGCGAG....AG.GAG.G.G.---GGA..G...TG...... 

ChX Bovino ........................TCAA...G....G.....G..C...CGAGTGA------GAG....AG.GAG.-.G.---AAA......TG...... 

ChX Perro  ........................TCAA...G..G.G.....G..CG..CAAGTGAGAGAGAGAG....AG.GC..G.G.GAGAAA......TG...... 

ChX Rata   ........................----.................CG..----------------.....G.........------.......G...... 

ChX Caballo........................TCAA...G..G.G.....G..C...--AGCGA------GAG....AG.GAG.G.G.------G.....TG...... 

ChX Mono   ........................TCAA......G.G.....C..--------------------....AG.GAG.G.G.------......TG...... 

 

710       720       730       740       750       760       770       780       790       800 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      CCCCCCC-CACCCTGCAATTATCAGCACACACACTCATCAAAAAAAAATT--GGATTATTAGAAGAGC----GAGGTCTGCGGCTTCCACGCCGTG---- 

Humano     .......--....C.TG.........G............G.......-..T-...............A----..................A....ACAGC 

ChX Cerdo  .......CA......TG..........T...........G........A.TT...............AGAGA........T.........A....----- 

ChX Bovino .......--....C.TG.........GT....................A.T-...............A----........T.........A....----- 

ChX Perro  .......--....C.TG......................G........A.T-...............A----........T.........A....----- 

ChX Rata   ....----........G.................A.TCAT........A.--...............A----..................A.....---- 

ChX Caballo......---....C.TG.........G........G...G........AATT...............A----........T.........A....----- 

ChX Mono   ......---....C.TG.........GT...........G..........T-...............A----..................A....ACAGC 

 

810       820       830       840       850       860       870       880       890       900 

 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón      --GTTTTT-CTTCTCGGTATAAAAGCAAAGTTGTTTTTGATAATGTGGCAGTTTCCCACAAGCCAGGCTGATCCCCCTCTAGCAGTCCACTTCACCAAGG 

Humano     GT.G....T.................................-C...A..........................TTT...GT.................. 

ChX Cerdo  --.G....T.................................-....A..........................TTT...GT.................. 

ChX Bovino --.G....T.................................-....A.................A........TTT...GT.......G.......... 

ChX Perro  --.G....T.................................-....A................G.........TT....GC.................. 

ChX Rata   --......T..................................................................T....GT.............TC... 

ChX Caballo--.G....T.................................-....A..........................TTT...GT.............G.... 

ChX Mono   GT.G....T.................................-C...A..........................TTT...GT.................. 

 

Figura 6. Identificación de la secuencia putativa del promotor central del foxp3 

de cerdo, bovino, perro, rata, caballo y mono identificadas en el cromosoma X 

de cada especie. Se encuentra identificado el sitio de inicio de la transcripción 

(TSS) (triángulo), las cajas TATA, GC y CAAT (recuadros) y los sitios de unión 

a los factores de transcripción NFAT, AP-1 y NF-κB (recuadros). Asimismo, se 

encuentran resaltados y señalados con flechas los primers diseñados para 

amplificar la región promotora central del foxp3 de cerdo. 

NFAT   AP-1 

NFAT   NFAT   AP-1 

CAAT box    
Caja CAAT 

NF-B 

Caja GC  

NFAT   AP-1 

AP-1 

Caja CAAT 

TSS Caja TATA  Primer Rv940 
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A partir del alineamiento de la Figura 6 se obtuvo el porcentaje de identidad 

entre nucleótidos del promotor central del foxp3 de ratón, humano y las demás 

especies. La Tabla 1 muestra los porcentajes de identidad entre nucleótidos y 

se puede observar que la identidad de la secuencia del cerdo con respecto a la 

de humano es de 76.3 %, mientras que la de cerdo comparada con la de ratón 

es de 70.5 %. Asimismo, se observó que la secuencia del promotor central del 

foxp3 porcino presenta una mayor identidad con la de caballo con 83.2 %, 

seguido por la de bovino con 80.4 %.  

 
 
 
Tabla 1. Porcentaje de identidad a nivel de las secuencias de nucleótidos del 

potencial promotor central del foxp3 de cerdo, bovino, perro, rata, caballo y 

mono en el cromosoma X de cada especie. 

Seq-> (%) Ratón Humano ChX 
Cerdo 

ChX 
Bovino 

ChX 
Perro 

ChX 
Rata 

ChX 
Caballo 

ChX 
Mono 

Ratón ID 72.9 70.5 70.9 68.2 90.4 73.8 74.2 

Humano  ID 76.3 77.6 72.4 72.8 82.5 94.7 

ChX Cerdo   ID 80.4 76.2 70.5 83.2 78.7 

ChX Bovino    ID 76.6 71.6 84.4 79.6 

ChX Perro     ID 67.9 78.1 74.2 

ChX Rata      ID 74.7 73.9 

ChX Caballo       ID 85.0 

ChX Mono        ID 

 

Con base a la localización de la región del promotor central del foxp3 en el 

cromosoma X de cerdo, bovino, perro, rata, caballo y mono se determinó que el 

sitio de inicio de la transcripción se encuentra a -8040 pb del sitio de inicio de la 
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traducción en el cerdo, en el bovino a -6646 pb, en el perro a -6751 pb, en la 

rata a -6653 pb, en el caballo a -6609 pb y en el mono a -6196 pb. 

Según Eckerstorfer et al., 2010, la región entre -400 a -500 pb del TSS del gen 

foxp3 de ratón y humano presenta 85 % de identidad. Debido a esto, se realizó 

un análisis adicional con 450 pb corriente arriba del TSS, de la secuencia del 

promotor del foxp3 de ratón, humano, la secuencia putativa de cerdo y las 

demás especies (Figura 7). Se establecieron los porcentajes de identidad para 

este alineamiento (Tabla 2) y se encontró que en el caso del ratón presenta un 

porcentaje de identidad de 82.6 % con respecto al cerdo, el de humano tiene un 

86.5 %, el de bovino un 92.1 %, el de perro un 92.6 %, el de rata un 83.6 %, el 

de caballo un 92.5 % y el de mono un 87.2 %. 

 

                      10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Raton        CTGACTCTACACACTTTTGTTTAAGAAATTGTGGTTTCTCATGAGCCCTGTTATCTCATTGATACCTTTTACCTCTGTGGTGAGGGGAAGAAATCATATT  

Humano       .AA......T............T.A...C....................A.................C.C..............................  

ChX Cerdo    ..A.....................A..CC.................T....................C.C.....G..A.....................  

ChX Bovino   ..A..........A.--.....T.A...C..................T...................C.C........A.....................  

ChX Perro    ..A.................G...A...C......................................C.C..........CA..................  

ChX Rata     ..A.................................................................................................  

ChX Caballo  ..A.....................A..CC...............A..-...................C.C..............................  

ChX Mono     .AC............C......T.A...C....................A.................C.C..............................  

 

                     110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Raton        TTCAGATGACTTGTAAAGGGCAAAGAAAAAA-CCCAAAATTTCAAAATTTCCGTTTAAGTCTCATAA----GAAAAGAATAAACAAAGTAAG--------  

Humano       ...........C...................A...................................TCAA......G.G.....C..------------  

ChX Cerdo    ...........C...................-...................................TCAA...G..G.G.....G..CG..AGAGCGAG  

ChX Bovino   ...........C...................-...................................TCAA...G....G.....G..C...CGAGTGA-  

ChX Perro    ...........C...................-...................................TCAA...G..G.G.....G..CG..CAAGTGAG  

ChX Rata     ...............................-...................................----.................CG..--------  

ChX Caballo  ...........C...................-...................................TCAA...G..G.G.....G..C...--AGCGA-  

ChX Mono     ...........C...................A...................................TCAA......G.G.....C..------------  

 

                     210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Raton        --------AGAGCAAAGAAAAAA------AAACTACAAGAACCCCCCCCC-CACCCTGCAATTATCAGCACACACACTCATCAAAAAAAAATT--GGATT  

Humano       --------....AG.GA......------......TG.............--....C.TG.........G............G.......-..T-.....  

ChX Cerdo    CGAGCGAG....AG.GAG.G.G.---GGA..G...TG.............CA......TG..........T...........G........A.TT.....  

ChX Bovino   -----GAG....AG.GAG.-.G.---AAA......TG.............--....C.TG.........GT....................A.T-.....  

ChX Perro    AGAGAGAG....AG.GC..G.G.GAGAAA......TG.............--....C.TG......................G........A.T-.....  

ChX Rata     --------.....G.........------.......G..........----........G.................A.TCAT........A.--.....  

ChX Caballo  -----GAG....AG.GAG.G.G.------G.....TG............---....C.TG.........G........G...G........AATT.....  

ChX Mono     --------....AG.GAG.G.G.------......TG............---....C.TG.........GT...........G..........T-.....  

 

                     310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Raton        ATTAGAAGAGC----GAGGTCTGCGGCTTCCACGCCGTG------GTTTTT-CTTCTCGGTATAAAAGCAAAGTTGTTTTTGATAATGTGGCAGTTTCCC  

Humano       ..........A----..................A....ACAGCGT.G....T.................................-C...A.........  

ChX Cerdo    ..........AGAGA........T.........A....-------.G....T.................................-....A.........  

ChX Bovino   ..........A----........T.........A....-------.G....T.................................-....A.........  

ChX Perro    ..........A----........T.........A....-------.G....T.................................-....A.........  

ChX Rata     ..........A----..................A.....------......T................................................  

ChX Caballo  ..........A----........T.........A....-------.G....T.................................-....A.........  

ChX Mono     ..........A----..................A....ACAGCGT.G....T.................................-C...A.........  

 

Figura 7. Continúa  
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                     410       420       430       440    

             ....|....|....|....|....|....|....|....|... 

Raton        ACAAGCCAGGCTGATCCCCCTCTAGCAGTCCACTTCACCAAGG  

Humano       .................TTT...GT..................  

ChX Cerdo    .................TTT...GT..................  

ChX Bovino   ........A........TTT...GT.......G..........  

ChX Perro    .......G.........TT....GC..................  

ChX Rata     ..................T....GT.............TC...  

ChX Caballo  .................TTT...GT.............G....  

ChX Mono     .................TTT...GT..................  

 

Figura 7. Alineamiento que incluye 450 pb corriente arriba del TSS del promotor 

central del foxp3 de ratón, humano, ChX de cerdo, ChX de bovino, ChX de 

perro, ChX de rata, ChX de caballo y ChX de mono 

 

Tabla 2. Identidades nucleotídicas (%) resultado del alineamiento que incluye 

450 pb corriente arriba del TSS del promotor del foxp3 de ratón, humano, cerdo, 

bovino, perro, rata, caballo y mono. 

Seq-> % Raton Humano Cerdo Bovino Perro Rata Caballo Mono 

Raton ID 86.7 82.6 84.5 83.9 94.2 85.1 85.7 

Humano  ID 86.5 88.9 87.5 86.7 90.0 97.7 

Cerdo   ID 92.1 92.6 83.6 92.5 87.2 

Bovino    ID 92.5 84.7 93.7 89.6 

Perro     ID 84.6 92.0 87.3 

Rata      ID 86.2 85.9 

Caballo       ID 90.7 

Mono        ID 

 

 

Amplificación del promotor central del foxp3 de cerdo 

 

A partir del ADN extraído de timo y células T CD4+ de cerdo, se amplificó un 

fragmento de aproximadamente 850 pb mediante PCR convencional (Figura 8). 

TSS 



33 
 

El producto amplificado se purificó, se secuenció y se obtuvo una secuencia 

parcial de 486 pb. En la Figura 9, se muestra el resultado del alineamiento entre 

la secuencia del promotor central del foxp3 de ratón, humano, la secuencia del 

cromosoma X de cerdo y bovino, y la secuencia parcial obtenida del producto 

amplificado del cerdo. Se puede observar que la secuencia parcial del cerdo, 

corresponde a la secuencia identificada como el posible promotor central del 

foxp3 del cromosoma X del cerdo, ya que se encontró un 95 % de identidad 

nucleotídica entre éstas. 

 

Figura 8. Amplificación de la región que contiene el potencial promotor central 

del foxp3 de cerdo. Productos obtenidos durante la reacción de amplificación a 

partir de ADN de timo y linfocitos T CD4+ de cerdo en los carriles 1 y 2, 

respectivamente.  
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                     10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón       TGATTCTGTGAATTT------GTGGGGGGAGTACAGCCCACTTTTT-TCTCCATGAATTGCTTTCCATGCCTCTTGCCTTCTGTGGAAAGAAAGGCTACA  

Humano      CA.G..CA.......-TAGGG.AT.ACA.T.GG.TCT..G....C.-C.........G.AAC..A......C..CA..C.......G.G.G-GT.T.G..  

ChX Cerdo   ..GCAGC.G.GGGAG-GTGGG..T....AG.G..CC..TG......TC.........G.AAC.........C...AG.C......AG....TG..T.G..  

ChX Bovino  G.............GTGCGGG.GTA...AG.G..TC..TG.A....T....GG.A....AAC...T.....C..CAGTC..----AG....TG..T.G..  

pFoxp3      ..GCAGC.G.GGGAG-GTGGG..T....AG.G..CC..TG......TC.........G.AAC.........C...AG.C......AG....TG..T.G..  

 

                    110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón       GGAGTGGCCAGCTCTGCCAAGCCTTGG-CAACATGATGG-TGGTGATCATATGCATGCTTGCTAAGGAAATACTGAGGTTTGGAGCAGAAG-GAAGCCTC  

Humano      ..G.-.TG...AA..C..C-T.GCC..GT.GTTCA.GCAA...G..C.....CA..T.CAT...TA.GG.A.......CC.....T..G-.C..G.....  

ChX Cerdo   ACC...T....GG..C..C.T..C...GT.GT.AA.AT.-..A...C.TC..CA..T.CCC...T..GG.A.......CC....C......CA.....C.  

ChX Bovino  A..A..T....AG..C.TC.T......G..GT.A..GC.-..A...C...G.CAG.T.CACT.....GT.A..--...CC....C..C.-.CA.G.....  

pFoxp3      ACC...T....GG..C..C.T..C...GT.GT.AA.AT.-..A...C.TC..CA..T.CCC...T..GG.A.......CC....C......CA.....C.  

 

                    210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón       TGGAGACAGAGCACTACCCCACCTCTCCCCTGGCTGCTTCCCATTCACATGGCAGGCTTCAGATCCCTTCTTCTGTTCAACCCAGCGATCCTCCAACGT-  

Humano      ...GA..CC...C...TT.TGT....TT..CT.GCAT.......C....CATAGA.........T--C....TCT...--.....A..C....A..TA.C  

ChX Cerdo   A...A..CC...C...TT...T-...TT..CT.A..T......CG...CCATT.CA..CT---..--C.T...AA.AT--.TTCAA..CT......TA.C  

ChX Bovino  ....A.TGC.A.C...TTT..TT.A.TT..CT.GCAT.......C..TGCATAGC-..GT..T..GTC...C.CT...--.T.G.A..C....AC.TA.G  

pFoxp3      A...A..CC...C...TT...T-...TT..CT.A..T......CG...CCATT.CA..CT---..--C.T...AA.AT--.TTCAA..GT......TA.C  

 

                    310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón       --CTCACAA-ACACAATGCTGTCTCTACCTGCCTCGGGATGCCTTTGTGATTT----GACTTATTTTCCCTCAG------------TTTTTTTTTTCTGA  

Humano      CT.....TC-...G....G.......G...........T..G.CC........ATTTT.G..C........TG-----------TT...........AA.  

ChX Cerdo   TT.....TCT...G.GC.GC......G......-.A...C...CC........ATTA..G..C..CC......TTTTCTTTTCTTT.C..........A.  

ChX Bovino  CCT....TC-.TGGGG..GCA.......T....-T.A..A...CC........ATTT..G..C........-------------------........A.  

pFoxp3      TT.....TCT..TG.GC.GC......G......-.A...CT..CC........ATTA..G..C..CCA.....ATTTCTTGTATTT.C....G.....A.  

 

                    410       420       430       440       450       460       470       480       490               

            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 

Ratón       CTCTACACACTTTTGTTTAAGAAATTGTGGTTTCTCATGAGCCCTGTTATCTCATTGATACCTTTTACCTCTGTGGTGAGGGGAAGAAATCATATTT  

Humano      .....T............T.A...C....................A.................C.C...............................  

ChX Cerdo   ....................A..CC.................T....................C.C.....G..A......................  

ChX Bovino  .........A..--....T.A...C..................T...................C.C........A......................  

pFoxp3      ...A...T............A..CGG.G..............T.....T..A..A...G....C.C.AA..G.CA.C.T....T.T...........  

 

Figura 9. Alineamiento de nucleótidos de la secuencia del promotor central del 

foxp3 de ratón, humano, ChX de cerdo, ChX de bovino y la secuencia parcial 

obtenida del producto amplificado (pFoxp3). 

 

 

Tabla 3. Identidades nucleotídicas (%) resultado del alineamiento de la 

secuencia del promotor central del foxp3 de ratón, humano, ChX de cerdo, ChX 

de bovino y la secuencia parcial obtenida del producto amplificado (pFoxp3). 

Seq-> % Ratón Humano ChX Cerdo Ch Bovino pFoxp3 

Ratón ID 676.5 64.8 63.5 61.8 

Humano  ID 72.7 72.8 68.4 

ChX Cerdo   ID 72.8 95.0 

ChX Bovino    ID 68.7 

pFoxp3     ID 
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Clonación del producto amplificado 

 
Una vez identificada la secuencia amplificada de 850 pb del timo del cerdo, el 

producto se clonó inicialmente en el vector pCR 2.1-TOPO para obtener el 

vector pCR 2.1-TOPO-pFoxp3. A partir del ADN plasmídico aislado mediante 

minipreps de 6 colonias, se realizó un PCR utilizando los iniciadores Fw90 y 

Rv940. Para esta amplificación se utilizaron las condiciones térmicas 

anteriormente mencionadas. Con lo anterior se verificó que el producto de 850 

pb estuviera clonado en el vector pCR 2.1-TOPO (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Productos amplificados obtenidos a partir del vector pCR 2.1-TOPO-

pFoxp3. Los productos obtenidos de las reacciones de amplificación realizadas 

a partir del plásmido recuperado de los minipreps de las colonias 1-6.  
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El producto de PCR de 850 pb amplificado a partir del plásmido pCR 2.1-TOPO-

pFoxp3, se clonó en el vector pGL4.12 para obtener el vector pGL4.12-pFoxp3. 

Después de 24 horas de incubación a 37 °C de la transformación de células de 

E. coli con el plásmido pGL4.12-pFoxp3, se observó el crecimiento de 10 

colonias. Se realizó una PCR de colonias utilizando los iniciadores Fw90 y 

Rv940. En la Figura 11 A se muestra el gel con los productos amplificados 

obtenidos de la PCR de dichas colonias. De todas las colonias excepto la 

número 2, se observó una banda de tamaño esperado (850 pb). Sin embargo, 

de las colonias 5, 6, 8, 9 y 10 se observó una banda con mayor intensidad 

(Figura 11 A).  

A partir del PCR de colonias se encontró que 9 de éstas amplificaron un 

fragmento de aproximadamente 850 pb, las cuales se sembraron en medio 

LB/Ampicilina líquido. Se realizaron minipreps de las colonias que crecieron y 

con el ADN plasmídico recuperado se realizó una PCR con los iniciadores Fw90 

y Rv940. En la Figura 11 B se muestra el gel con los productos amplificados de 

PCR y se observa que las colonias 5, 6, 8 y 9 presentaron una banda de 

tamaño esperado (850 pb). El ADN plasmídico recuperado de la colonia 8 se 

purificó, se secuenció y se obtuvo una secuencia parcial de 798 pb (Figura 12).  

La secuencia obtenida del producto amplificado a partir del ADN plasmídico de 

la colonia número 8 se incluyó en el alineamiento con las secuencias del 

promotor central del foxp3 de ratón y humano, así como las de cerdo y bovino 

identificadas a partir de la secuencia del cromosoma X. En dicho alineamiento 

(Figura 12) se puede localizar el sitio de inicio de la transcripción (TSS), las 

cajas TATA, GC y CAAT, así como los sitios de unión a factores de 

transcripción característicos del promotor central del foxp3. 
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Figura 11. Amplificación del pFoxp3 de colonias transformadas y del plásmido 

pGL4.12 clonado con el pFoxp3. A) Productos amplificados obtenidos de las 

colonias transformadas con el vector pGL4.12-pFoxp3 (Colonias 5-10). B) 

Productos amplificados a partir de ADN plasmídico recuperado de colonias 

transformadas con el vector pGL4.12-pFoxp3.  

 

                      10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        TGTGAATTT-------GTGGGGGGAGTACAGCCCAC-TTTTTTCTCCATGAATTGCTTTCCATGCCTCTTGCCTTCTGTGGAAAGAAAGGCTACAGGAGT  

Humano       CA.......TA-GGGGA.-.ACA.T.GG.TCT..G.-...C.C.........G.AAC..A......C..CA..C.....-.GG..GGGT.T.G....G.-  

ChX Cerdo    A.C.GGGGGAGGTGGG..T....AG.G..CC..TG.T.....C.........G.AAC.........C...AG.C......AG....TG..T.G..ACC..  

ChX Bovino   ........GTGCGGGG..-A...AG.G..TC..TG.A.........GG.A....AAC...T.....C..CAGTC..----AG....TG..T.G..A..A.  

pGL4-pFoxp3  A...C.CGGGGGGTGG..-....AG.A--CC..TG.T.....C.........G.AAC....-CC.T....AG.C......AG....TG..T.G..ACC..  

 

                     110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        GGCCAGCTCTGCCAAGCCTTGG-CAACATGATGG-TGGTGATCATATGCATGCTTGCTAAGGAAATACTGAGGTTTGGAGCAGAAG-GAAGCCTCTGGAG  

Humano       .TG...AA..C..C-T.GCC..GT.GTTCA.GCAA...G..C.....CA..T.CAT...TA.GG.A.......CC.....T..G-.C..G........GA  

ChX Cerdo    .T....GG..C..C.T..C...GT.GT.AA.AT.-..A...C.TC..CA..T.CCC...T..GG.A.......CC....C......CA.....C.A...A  

ChX Bovino   .T....AG..C.TC.T......G..GT.A..GC.-..A...C...G.CAG.T.CACT.....GT.A..--...CC....C..C.-.CA.G.........A  

pGL4-pFoxp3  .T....GG..C..C.T..C...GT.GT.AA.AT.-..A...C.TC..CA..T.CCC...T..GG.A.......CC....C......CA.....C.A...A  

 
Figura 12. Continúa 
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                     210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        ACAGAGCACTACCCCACCTCTCCCCTGGCTGCTTCCCATTCACATGGCAGGCTTCAGATCCCTTCTTCTGTTCAACCCAGCGATCCTCCAACGT---CTC  

Humano       ..CC...C...TT.TGT....TT..CT.GCAT.......C....CATAGA.........--TC....TCT...--.....A..C....A..TA.CCT...  

ChX Cerdo    ..CC...C...TT...T-...TT..CT.A..T......CG...CCATT.CA..CTT-----.C.T...AA.AT--.TTCAA..CT......TA.CTT...  

ChX Bovino   .TGC.A.C...TTT..TT.A.TT..CT.GCAT.......C..TGCATAGC-..GT..T..GTC...C.CT...--.T.G.A..C....AC.TA.GCCT..  

pGL4-pFoxp3  ..CC...C...TT...T-...TT..CT.A..T......CG...CCATT.CA..CTT-----.C.T...AA.AT--.TTCAA..CT......TA.CTT...  

 

 

                     310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        ACAA-ACACAATGCTGTCTCTACCTGCCTCGGGATGCCTTTGTGATTT----GACTTATTTTCCCTCAGTTT------------TTTTTTTCTGACTCTA  

Humano       ..TC-...G....G.......G...........T..G.CC........ATTTT.G..C........TGT...-----------T........AA......  

ChX Cerdo    ..TCT...G.GC.GC......G......C-A...C...CC........ATTA..G..C..CC......T...CTTTTCTTTTCT.........A......  

ChX Bovino   ..TC-.TGGGG..GCA.......T.....-.A..A...CC........ATTT..G..C........T-------------------.......A......  

pGL4-pFoxp3  ..TCT...G.GC.GC......G......C-A...C...CC........ATTA..G..C..CC......T...CTTTTCTTTTCT.........A......  

 

                     410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        CACACTTTTGTTTAAGAAATTGTGGTTTCTCATGAGCCCTGTTATCTCATTGATACCTTTTACCTCTGTGGTGAGGGGAAGAAATCATATTTTCAGATGA  

Humano       T............T.A...C....................A.................C.C.......................................  

ChX Cerdo    ...............A..CC.................T....................C.C.....G..A..............................  

ChX Bovino   ....A..--....T.A...C..................T...................C.C........A..............................  

pGL4-pFoxp3  ...............A..CC.................T....................C.C.....G..A..............................  

 

                     510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        CTTGTAAAGGGCAAAGAAAAAA-CCCAAAATTTCAAAATTTCCGTTTAAGTCTCATAA----GAAAAGAATAAACAAAGTA------------------A  

Humano       ..C...................A...................................TCAA......G.G.....C..--------------------.  

ChX Cerdo    ..C...................-...................................TCAA...G..G.G.....G..CGAGAGAGCGAGCGAGCGAG.  

ChX Bovino   ..C...................-...................................TCAA...G....G.....G..C.AG----CGAGTGAGAGAG.  

pGL4-pFoxp3  ..C...................-...................................TCAA...G..G.G........CGAGAGAGCGAGCGAGCGAG.  

        

            610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        GAGAGCAA-AGAAAAAAAAACTACAAGAACCCCCCCCC-CACCCTGCAATTATCAGCACACACACTCATCAAAAAAAAA--TTGGATTATTAGAAGAGCG  

Humano       .....AG.---............TG.............--....C.TG.........G............G.......T--.................A.  

ChX Cerdo    .....AG.G...G.GG...G...TG.............CA......TG..........T...........G........AT.................A.  

ChX Bovino   .....AG.---.G..........TG.............--....C.TG.........GT....................-A.................A.  

pGL4-pFoxp3  .....AG.G...G.GG...G...TG.............-A......TG..........T...........G........-T.................A.  

 

                     710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Ratón        AG----GTCTGCGGCTTCCACGCCGT-------GGTTTTTCTTCTCGGTATAAAAGCAAAGTTGTTTTTGATAATGTGGCAGTTTCCCACAAGCCAGGCT  

Humano       ..----...............A....ACAGCGT........................................-C...A.....................  

ChX Cerdo    ..AGAG.....T.........A....-------........................................-....A.....................  

ChX Bovino   ..----.....T.........A....-------........................................-....A.................A...  

pGL4-pFoxp3  ..AGAG.....T.........A....-------........................................-....A.....................  

 

                     810       820  

             ....|....|....|....|... 

Ratón        GATCCCCCTCTAGCAGTCCACTT  

Humano       .....TTT...GT..........  

ChX Cerdo    .....TTT...GT..........  

ChX Bovino   .....TTT...GT.......G..  

pGL4-pFoxp3  .....TTT...GT..A.......  

 

 

Figura 12. Alineamiento de la secuencia del promotor central del foxp3 de ratón, 

humano, ChX de cerdo, ChX de bovino y la secuencia parcial obtenida del 

producto amplificado del vector pGL4.12-pFoxp3. Se localizó el sitio de inicio de 

la transcripción (TSS) (indicado con un triángulo), las cajas TATA, GC y CAAT 

(señaladas con recuadros), así como los sitios de unión a factores de 

transcripción (indicados con recuadros) característicos del promotor central del 

foxp3. 

 

  

GATA NFAT   AP-1 

GATA NFAT   STAT 

STAT AP-1 NFAT   AP-1 GATA GATA GATA 

NFAT   Caja CAAT 

NF-ĸB Caja GC  GATA GATA STAT 

Caja TATA  GATA NFAT   TSS 
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Tabla 4. Identidad nucleotídica (%) resultado del alineamiento de la secuencia 

del promotor central del foxp3 de ratón, humano, ChX de cerdo, ChX de bovino 

y la secuencia parcial obtenida del producto amplificado del vector pGL4.12-

pFoxp3. 

Seq-> % Ratón Humano ChX Cerdo ChX Bovino pGL4-pFoxp3 

Ratón ID 74.9 71.3 71.7 71.1 

Humano  ID 77.3 79.8 76.9 

ChX Cerdo   ID 80.2 97.5 

ChX Bovino    ID 79.5 

 pGL4-pFoxp3     ID 

 
 

Como se observa en la Tabla 4, la secuencia del producto clonado en el vector 

pGL4.12 presenta un 97.5 % de identidad con la secuencia del cromosoma X 

de cerdo identificada como promotor central del foxp3. 

 

Transfección del vector pGL4.12-pFoxp3 y ensayos de 

activación del promotor por luminiscencia 

 

Los resultados observados de la transfección de células HEK293 con el 

constructo pGL4.12-pFoxp3 y ensayos de actividad de luciferasa se muestran 

en la Tabla 5. Se puede observar que el resultado obtenido del vector pGL4.12 

es valor de luminiscencia de fondo, mientras que el valor del vector pGL4.12-

pFoxp3 es resultado de la actividad basal del promotor sin estimular. Cuando el 

vector pGL4-pFoxp3 fue incubado con 5 ng/mL de TGF-β se observó un 

incremento en la actividad de luciferasa de 5.7 veces con respecto al vector 
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pGL4.12-pFoxp3 (sin TGF-β). Lo anterior sugiere que el TGF-β incrementa la 

actividad del promotor del foxp3 de cerdo y que podría estar induciendo la 

expresión de este gen. 

 

Tabla 5. Plásmidos transfectados y unidades de luminiscencia obtenidas con 

cada uno de ellos.  

Tratamientos Unidades de 
Luminiscencia, LU 

pGL4.12  25 

pGL4.12-pFoxp3 65 

pGL4.12-pFoxp3 + TGF-β (5 ng/mL) 371 

pGL3-Control  2403 
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DISCUSIÓN 

 

El foxp3 es un gen denominado “regulador maestro” en los Tregs, ya que es 

esencial para la diferenciación y la función de estas células. Hasta el momento 

se conoce la secuencia del promotor del foxp3 de algunas especies, entre ellas 

la de humano y ratón. Sin embargo, no existe ningún estudio sobre la 

caracterización y función del promotor del foxp3 de cerdo.  

Debido a la importancia que tiene el foxp3 en las células T reguladoras, se ha 

hecho un gran esfuerzo por conocer las vías de señalización y los factores que 

inducen la expresión de este gen. En el humano y el ratón, se tiene ventaja 

sobre estos temas, pero aún existen muchas lagunas al respecto. No obstante, 

en cerdo se desconocen por completo.  

En este estudio se describe la localización del promotor central del foxp3 de 

cerdo en el cromosoma X. En humano, la región no traducida (UTR) en 5’ del 

foxp3 se encuentra interrumpida por un intrón de 6000 pb y en el caso de ratón 

de 6667 pb (Mantel et al., 2006). Sin embargo, de acuerdo a los resultados 

obtenidos en este trabajo, el sitio de inicio de la transcripción en el cerdo se 

encuentra a -8040 pb del sitio de inicio de la traducción, en el bovino a -6646 

pb, en el perro a -6751 pb, en la rata a -6653 pb, en el caballo a -6609 pb y en 

el mono a -6196 pb.  

De acuerdo a lo reportado por Eckerstorfer et al., 2010, el promotor del foxp3 de 

humano presenta 3 regiones evolutivamente conservadas (ECR) ya que 

presentan aproximadamente 85 % de identidad entre las especies humano y 

ratón. La ECR3 se encuentra entre la posición -5000 a -6000 pb con respecto al 

TSS. La ECR2 se encuentra entre -1300 y -2000 pb con respecto al TSS. La 

ECR1 se encuentra entre -400 y -500 pb del sitio de inicio de la transcripción. 
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Lo anterior concuerda con nuestros resultados, ya que en un alineamiento de 

todas las secuencias analizadas tomando en cuenta solo 450 pb corriente arriba 

del sitio de inicio de transcripción (Figura 7), el porcentaje de identidad con 

respecto a la secuencia del cerdo va del 82.6 al 92.6 % entre todas las especies 

analizadas (Tabla 2).  

Como se observa en la Figura 7, las primeras 500 pb de la región del promotor 

central del foxp3 presentan un elevado grado de identidad en todas las 

especies analizadas. Esto sugiere que dicha región es muy importante en la 

regulación de la expresión del gen foxp3 y que el mecanismo de regulación es 

muy similar en estas especies. Asimismo indica que la secuencia de esta región 

se ha mantenido a lo largo del proceso evolutivo en estos organismos. 

Para investigar más a fondo la funcionalidad del promotor central del foxp3 que 

se encuentra dentro de los primeros 500 pb, se buscaron los sitios de unión 

característicos de los promotores eucarióticos. Se identificaron varias 

características comunes de los promotores principales eucariotas, tales como 

las cajas TATA, GC, y las cajas CAAT. La caja TATA (TATAAAA) en la 

secuencia del cerdo, se encuentra 41 pb corriente arriba del sitio de inicio de 

transcripción. En el ratón la caja TATA se encuentra a -42 pb y en el humano a  

-44 pb del TSS (Mantel et al., 2006). Esta secuencia se conserva entre 

humanos, ratón, bovino, perro, rata, caballo y mono (Figura 6). Debido a que la 

caja TATA es una característica importante de los promotores de eucariotas y 

se encuentra generalmente 30 a 25 pb corriente arriba del TSS (Benoist y 

Chambon, 1981), se identificó en todas las secuencias analizadas. 

La caja GC es otro elemento básico de los promotores eucariotas, que en la 

secuencia del cerdo se encuentra a 151 pb corriente arriba del TSS. En el ratón 

esta secuencia se encuentra a -158 pb y en el humano a -138 pb del TSS 
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(Mantel et al., 2006). De igual forma se identificó esta caja en todas las 

secuencias analizadas (Figura 6). 

Finalmente, se identificó la caja CAAT en la secuencia del cerdo, la cual se 

encuentra 257 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción. En el 

caso del ratón se encuentra a -230 pb y en el humano a -218 pb del TSS 

(Mantel et al., 2006).  

Al igual que en el promotor de foxp3 de humano y ratón, el de cerdo presenta 

sitios de unión a los factores de transcripción NFAT, AP-1 (Mantel et al., 2006), 

NF-Κb (Eckerstofer et al., 2010), GATA y STAT (Ouaked et al., 2009). Estos 

sitios se encuentran identificados en el alineamiento de la Figura 12. 

A partir de los resultados preliminares de los ensayos de actividad de luciferasa 

que se muestran en la Tabla 5, se puede decir que la región obtenida es una 

región promotora del foxp3 de cerdo y que el TGF-β es capaz de activarla. Sin 

embargo, éste resultado debe tomarse con cautela debido a que es parte de un 

experimento preliminar.  

La activación del promotor del foxp3 de cerdo inducido por el TGF-β podría 

resultar del reconocimiento de esta citocina a través de su receptor celular, y así 

promover una cascada de señalización dependiente de SMAD para inducir la 

expresión del foxp3. Como se menciona en un estudio, los factores de 

transcripción SMAD3, NF-κB, NFATc2 y CREB son capaces de formar un 

complejo potenciador que se une al promotor del foxp3 (Tone et al., 2007). 

SMAD3 podría interactuar indirectamente con el promotor del foxp3 a través de 

la unión de los otros componentes del complejo potenciador como NF-κB, 

NFATc2 y CREB. Lo anterior es factible ya que la secuencia obtenida del 

promotor del foxp3 de cerdo presenta sitios de unión a los factores de 

transcripción NF-κB y NFAT.  
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Para pulir este trabajo sería necesario realizar experimentos de activación del 

promotor por triplicado para comprobar los resultados obtenidos, así como 

normalizar los valores de Luciferasa de luciérnaga con los de Luciferasa de 

Renilla. Lo anterior para minimizar la variabilidad experimental causada por las 

diferencias en la viabilidad de las células, la eficiencia de transfección, 

diferencias en el pipeteo, en la eficiencia de la lisis celular, etc. Se podrían 

inducir mutaciones en las cajas TATA, GC y CAAT, así como en los sitios de 

unión a diferentes factores de transcripción para corroborar que la secuencia 

clonada en el vector pGL4.12 corresponde a una región reguladora. Asimismo, 

se podrían hacer cotransfecciones del vector pGL4.12-pFoxp3 con un plásmido 

que tuviera la secuencia codificante de los factores de transcripción NF-κB, 

NFAT, AP-1, GATA, STAT 5, etc. Esto último para conocer el efecto de cada 

uno de ellos en la actividad del promotor del foxp3 de cerdo. 
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CONCLUSIONES 

 

Por análisis de alineamiento se identificó la secuencia de una potencial región 

promotora del gen foxp3 de cerdo. 

 

El posible promotor central del gen foxp3 de cerdo se amplificó y clonó en el 

vector pGL4.12 que expresa una luciferasa como gen reportero y se obtuvo el 

plásmido pGL4.12-pFoxp3. 

 

En un ensayo preliminar en células HEK293 se observó que el TGF-β estimula 

la actividad del promotor pFoxp3 más de 5 veces. Este resultado sugiere que el 

TGF-β podría estar induciendo la expresión de este gen. 
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