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Introducción 

 

Los carbohidratos son moléculas que juegan un papel muy importante en diversos 

procesos biológicos. Se les puede encontrar siendo parte de elementos estructurales y 

protectores, unidos a otras moléculas como lípidos o proteínas formando 

glicoconjugados, involucrados en procesos de reconocimiento, señalización y adhesión 

celular y además son la fuente de energía por excelencia de los seres vivos. 
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Para que los carbohidratos puedan intervenir en los procesos mencionados, es necesario 

que exista un reconocimiento de sus estructuras. Para ello, animales, plantas y 

microorganismos sintetizan una gran variedad de proteínas con capacidad de modificar 

o reconocer a los carbohidratos. Entre dichas proteínas se encuentran lectinas, 

anticuerpos, transportadores de azúcares, glucósido-hidrolasas y glucosil-transferasas, 

por mencionar algunos ejemplos.  

 

Los numerosos estudios existentes acerca de las proteínas con capacidad de unirse a 

carbohidrato y los avances en biología estructural, han permitido reconocer ciertas 

similitudes entre las distintas clases de proteínas que reconocen carbohidratos. Algunas 

de estas similitudes se observan a nivel estructural y en la naturaleza de los residuos 

que interaccionan con los carbohidratos. La racionalización de esta información nos 

ayuda a comprender como es que se llevan a cabo, en los seres vivos, las diferentes 

funciones en las que los carbohidratos se encuentran involucrados. Por otra parte, es 

posible emplear dichos conocimientos en el desarrollo de nuevas tecnologías con 

aplicación tanto en ciencia como en industria. 

 

Lectinas y en menor medida en anticuerpos, son de las proteínas con afinidad a 

carbohidrato mas estudiadas, sin embargo, cada vez se ha puesto mayor atención a las 

glucósido-hidrolasas y glucosil-transferasas. La estructura de muchas de estas proteínas 

ha sido dilucidada y se ha observado la presencia de una región con la propiedad de 

discriminar entre los diferentes arreglos que pueden tener los carbohidratos así como 

mediar la unión de la proteína a esta clase de sustratos. Dicha región se pliega de 

manera independiente y no presenta actividad catalítica por lo que ha sido denominada 

como dominio o módulo de unión a carbohidrato (MUC). 

 

Las características que permiten el reconocimiento específico o la  promiscuidad en el 

reconocimiento han generado un importante número de estudios, en especial por la 
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posibilidad de aplicaciones que estos dominios tienen. La definición de estas 

características, así como la posibilidad de utilizar estos dominios en proteínas de fusión 

con fines analíticos o biotecnológicos es analizada en el presente documento. 

 

 

Definición y Propiedades de los MUC 

 

Actualmente, a los MUC se les define como una secuencia de aminoácidos localizada en 

una enzima que presenta actividad sobre carbohidrato, dicha región se pliega de 

manera autónoma y es capaz de unirse a uno o más carbohidratos (1, 2). Algunas 

excepciones de MUCs independientes son los Modulos de Unión a Celulosa (CBM por 

sus siglas en inglés) que actúan como andamiaje del celulosoma y algunos otros casos 

aislados. Los MUC se encuentran extensamente distribuidos en la naturaleza y 

reconocen azúcares, enlaces y estructuras tan diversos como los que se encuentran 

presentes en celulosa, quitina, almidón, glucógeno, pululano, inulina, -glucanos, 

fucosa, lactosa, galactosa, arabinofuranosa, ácido poligalacturónico, N-

acetilglucosamina, lipopolisacáridos, el antígeno A/B del grupo sanguíneo, entre otros. 

 

En enzimas como las glucósido hidrolasas y las glucosil-transferasas, los MUC se  

pueden localizar, en el extremo N- o C-terminal de la enzima, entre dos dominios 

catalíticos, o bien, una misma enzima puede poseer más de un MUC y éstos ubicarse en 

tándem o estar separados por otros dominios, también puede darse el caso de que un 

MUC constituya toda la proteína, aunque esto es menos frecuente  (Fig 1).  

 

En el caso de múltiples MUC presentes en una sola enzima, estos pueden compartir la 

especificidad por un sustrato (3), presentar diferente afinidad por un mismo sustrato (4, 

5) o bien pueden tener especificidades diferentes (6, 7).  La presencia de múltiples MUC 

puede conferir un incremento en la afinidad por sustrato en la enzima que los posee (3, 
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8), permitir el reconocimiento de diferentes regiones en un mismo sustrato o aumentar 

el rango de polisacáridos que pueden ser reconocidos (9, 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Distribución de MUC en diferentes proteínas. Pueden presentarse en diferente número y 

localización en la cadena polipeptídica. DC simboliza la posición del dominio catalítico en varias 

glucósido-hidrolasas. La clave en paréntesis corresponde a la base de datos UniProt. 
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Tomando en cuenta lo antes mencionado, la principal función de los MUC es anclar a la 

enzima al sustrato insoluble (celulosa, almidón, quitina, etc.) y por tanto incrementar el 

tiempo de contacto del sitio catalítico con el sustrato (11), lo que conduce a un aumento 

en la actividad enzimática. La relevancia de los MUC como dominios auxiliares 

presentes en las enzimas, se denota por la reducción  y hasta la pérdida total de la 

actividad enzimática contra sustratos insolubles cuando el MUC es removido de la 

enzima a la cual pertenece (12). Sin embargo, es de notar que  la actividad frente a 

sustratos solubles no se ve afectada la mayoría de las veces (6, 13) y en algunas 

ocasiones se ve mejorada con respecto a la original (14). 

 

Además, se ha reportado que algunos MUC tienen la capacidad de desorganizar la 

superficie del sustrato al cual se unen, como consecuencia, las cadenas de polisacáridos 

adquieren un arreglo menos cristalino, facilitándose el ataque enzimático sobre el 

polisacárido insoluble. Esta es una función que había sido controversial en años 

pasados, pero los resultados obtenidos en diferentes estudios dirigidos para demostrar 

esta propiedad en algunos MUC son convincentes (1). Una prueba de la capacidad de 

los MUC para desorganizar la estructura del sustrato y facilitar la hidrólisis es dada por 

la proteína de unión a quitina CBP21 de Serratia marcescens, que promueve la 

degradación de quitina cristalina por quitinasas a través de interacciones polares que 

modifican el arreglo del sustrato (15). 

 

 

Clasificación de los MUC 

 

 Clasificación en base a su secuencia 

 

Originalmente los MUC fueron clasificados como dominios de fijación a celulosa, 

basados en el hecho del descubrimiento inicial de varios módulos que fijaban celulosa, 

sin embargo, conforme el conocimiento y el número de MUC se iba incrementando, 
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surgió la necesidad de tener un sistema de clasificación más generalizado. En la 

actualidad, los MUC se encuentran clasificados en función de su secuencia de 

aminoácidos en 59 familias (10) (CAZY -carbohydrate active enzyme database, 

http://www.cazy.org/). Debido a que el plegamiento de los MUC se encuentra mejor 

conservado que las secuencias, algunas de las familias se pueden agrupar en clanes o 

superfamilias dependiendo de su estructura. 

 

En dicha clasificación, existen familias de MUC que presentan afinidad por un único 

ligando o sus derivados, como la familia 17 que presenta afinidad sólo por celulosa 

amorfa o las familias 12 y 18 en las cuales solo se ha reportado que presentan afinidad 

por quitina. También hay casos de familias de MUC cuyos miembros presentan 

afinidad por distintos carbohidratos, tal es el caso de la familia 37 que incluye miembros 

con afinidad por celulosa, xilano, quitina y algunos sustratos más heterogéneos como 

tallo de plátano o pared celular de alfalfa. 

 

La clasificación mencionada, ha resultado muy útil para la identificación de 

secuencias que podrían corresponder a MUC aún no identificados 

experimentalmente, en algunos casos para predecir el ligando al cual se une un 

dominio, revelar posibles relaciones evolutivas, inferir el  plegamiento y ayudar en 

la identificación  de residuos de aminoácidos involucrados en la unión a sustrato 

(16) ya que generalmente se encuentran conservados (Fig 2).  

 

Las familias de MUC que tienen especificidad por diversos ligandos, conservan a 

los aminoácidos que interactúan directamente con el sustrato pero presentan 

cambios en aminoácidos funcionales secundarios, lo que proporciona diversidad en 

la especificidad (17).  
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 Clasificación en base a su estructura 

 

De las 59 familias reportadas, se conoce la estructura de al menos un miembro de 41 de 

ellas. A pesar de las numerosas familias en que los MUC se han clasificado y de la 

diversidad en estructura primaria, los arreglos que adquieren los MUC son 

relativamente pocos, siendo el plegamiento dominante el de -sandwich (2, 10). Este 

arreglo consta de dos capas de láminas- , cada una formada por tres a seis láminas-  

antiparalelas. Además del arreglo en -sandwich, los MUC presentan otros seis 

diferentes arreglos, lo que ha llevado a su clasificación o agrupación con base en su 

plegamiento (10) (Figura 3 y Tabla 1). 

 

Es de mencionar que, aunque los MUC pueden ser agrupados en familias con base en 

los plegamientos conservados que se presentan, dicha clasificación no sirve para 

predecir la posible especificidad, ya que MUC que poseen plegamientos similares 

pueden tener diferencias en los elementos funcionales como lo son los aminoácidos 

involucrados con la unión a sustrato. 

 

 

P62695   HYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCQVLNPYYSQCL  513 

P62694   HYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCQVLNPYYSQCL  513 

Q9P8P3   HYGQCGGTGWTGPTRCASGYTCQVLNPFYSQCL  505 

Q7LIJ0   QWGQCGGIGYSGSTTCASPYTCHVLNPYYSQCY  510 

C5MRS3   QWGQCGGQGYTGPTACVSGTTCKAQNPYYSQCL  477 

A1DD18   LYGQCGGSGWTGPTACASGATCKVLNSYYSQCL  216 

Q5ZNB1   HWGQCGGIGWSGPTICVSPYTCQVLNPYYSQCL  407 

O42638   -WGQCGGIGYTGPTVCASGFTCHVLNPYYSQCY   32 

 

P96992  AGGSWTAVPGVGMR-AACAGWWKKDVDLGAATSLTAAFNNGNGVWDNNKGAD   230 

Q9L036  AGGSWTAVPGVGMR-AACAGWWKKDVDLGAATSLTAAFNNGNGVWDNNKGAD   230 

C4EHJ9  TGGTWTPVPGVAMDETACADWARKTVDLGTATGLKAAFNNGSGTWDNNNGAD   583 

C7R010  DGGSWTSVPGDSMT-AACNGWVTRTIAS-AGKNVTAAFNNGSGTWDNNSGKD   575 

Q5WHK9  NQEAWTTLPGVPLNSSEYEGYAKITIETEEGSQLRAAFNNGRGQWDNNQGRD   942 

Q9KFR4  NQGAWTTLPGVPLTKSEYEGYVKVTIEAEEGSQLRAAFNNGSGQWDNNQGRD   944 

Q08T95  AGGTWTTPPGIAMPDAEVPGHAKYTVNLATATQLEAVFNNGSGTWDSNNGNN  1062 

P21543  AGGSWTAAPGVKMQDAEISGYAKITVDIGSASQLEAAFNDGNNNWDSNNTKN   537 

Fig. 2: Alineamiento de MUC de 
la familia 25 con afinidad a 
almidón (arriba) y la familia 1 con 
afinidad a celulosa (abajo). 
Residuos implicados en la unión 
se denotan en cajas grises. Las 
claves corresponden a UniProt. 
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Figura 3: Imagen de los diversos plegamientos de los MUC. a. MUC con plegamiento -sandwich (1EXG); 

b. MUC con plegamiento -trébol en complejo con xilopentaosa (1MC9); c. MUC con plegamiento de 

nudo de cisteínas (1CBH); d. MUC con plegamiento de unión a oligo- nucleótido/sacárido (1E830); e. 

MUC con plegamiento único (clave PDB 1AIW); f. MUC con plegamiento de heveina unido a quitotriosa 

(1EN2); g. MUC con plegamiento único similar a heveina (1DQC). Las claves en paréntesis corresponden 

al Protein Data Bank. Modificada de (10). 
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Familias por 
plegamiento 

Plegamiento Familias de MUC 

1 -sandwich 

2, 3, 4, 6, 9, 11, 15, 16, 17, 20, 

21, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 

31, 32, 33, 34, 35, 36, 40, 41, 

42, 44, 47,48, 51 

2 -trébol 13, 42 

3 Nudo de Cisteínas 1 

4 Único 5,12 

5 Plegamiento de unión a 
oligo- nucleótido/sacárido 

10 

6 Plegamiento de heveina 18 

7 Único (Similar a heveina) 14 

Tabla 1: Clasificación de los MUC en 7 diferentes familias en base a su plegamiento. 

 

 

 Clasificación con base en su topología 

 

Tomando en cuenta las similitudes estructurales y funcionales de los MUC, se ha 

propuesto otra clasificación  basándose en la topología del sitio de unión a sustrato, que 

como resultado los agrupa en tres distintos tipos.   

 

Los MUC tipo A  se caracterizan por sus residuos de aminoácidos que adoptan una 

arquitectura plana, es decir que forman una superficie que es complementaria a la 

superficie plana del sustrato al cual se unen; por ejemplo, la celulosa y la quitina son 
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sustratos reconocidos por MUC tipo A, en cambio, este tipo de MUC muestran poca o 

nula afinidad por polisacáridos solubles (18). 

 

En contraste con lo anterior, la topología del sitio de unión de los MUC tipo B es 

descrita como una “hendidura” que varía en profundidad y en la cual se acomodan 

cadenas sencillas de polisacáridos. Los aminoácidos involucrados en la unión a 

carbohidrato adoptan una arquitectura tipo sándwich o torcida que permite cierta 

plasticidad en el reconocimiento tanto de la composición como del tipo de enlace 

presente en el esqueleto de una cadena de polisacárido así como de los diferentes 

carbohidratos que se encuentran unidos a la cadena principal, así encontramos en este 

grupo proteínas que se unen a xilano, celulosa, laminarina, liquenano, etc (4). 

 

El último grupo corresponde a los MUC tipo C o tipo-lectina que carecen de hendiduras 

extendidas como los MUC tipo B y en consecuencia únicamente se unen óptimamente a 

mono-, di- o trisacáridos. Entre los ligandos reconocidos por los MUC tipo C se 

encuentran los extremos reductores de polisacáridos como celulosa o xilano y glicanos 

presentes en la superficie de células eucariotas (10, 19) (Fig 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Diferentes topologías de los MUC. De izquierda a derecha: MUC Tipo A de la endoglucanasa 
Z de Erwinia chrysantemi, clave PDB 1AIW; MUC Tipo B de la laminarinasa de Thermotoga marítima, 
clave PDB 1GUI; MUC Tipo C de la N-acetil-hexosaminidasa de Clostridium perfringens, clave PDB 

2J1E. Los residuos  en varillas y esferas corresponden a los residuos implicados en la unión a 
carbohidrato. 
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Especificidad de los MUC 

 

Los MUC pueden ser muy específicos en el reconocimiento de un ligando  o pueden ser 

promiscuos y reconocer a varios azúcares. La razón para esta plasticidad o especificidad 

recae en la topología del sitio de unión así como en la orientación de los residuos de 

aminoácidos involucrados en la interacción con el carbohidrato (10). 

 

Como ejemplo de lo anterior, en un estudio de afinidad por pared celular de plantas, se 

emplearon cuatro MUC tipo A que tienen afinidad por celulosa cristalina y tres MUC 

tipo B con afinidad por celulosa amorfa. Los resultados obtenidos demostraron 

diferencias en el reconocimiento de pared celular primaria y secundaria entre los MUC 

tipo A y los MUC tipo B, incluso se observó que el reconocimiento entre los cuatro 

MUC tipo A era dependiente del tipo de tejido y  del origen botánico. Los MUC tipo B 

también presentaron diferente reconocimiento de la pared celular vegetal dependiendo 

de su origen, dando muestra de una alta especificidad en el reconocimiento de su 

ligando (9). 

 

Contrario al ejemplo anterior donde diferentes tipos de MUC reconocen 

específicamente distintas estructuras de la pared celular de plantas, un estudio 

realizado con un MUC tipo B de la familia 29 proveniente de Pyromices equi, demostró 

su afinidad por varios ligandos entre los que se incluyen xilano, galactomanano, 

glucomanano e hidroxietilcelulosa (20). La plasticidad en reconocimiento que presenta 

le permite unirse a distintas estructuras de la planta, lo cual puede ser aprovechado 

para llevar a cabo una degradación más eficiente de la pared celular, ya que esta 

proteína forma parte de un complejo enzimático que incluye la presencia de celulasas y 

hemicelulasas (21, 22). 
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Resulta particularmente interesante que diferentes MUC que parecen tener 

especificidad in vitro por un solo polisacárido purificado, son capaces de discriminar en 

el tejido los distintos arreglos que pueden presentar los carbohidratos, así pues, la 

diversidad en MUC es un reflejo de la diversidad en carbohidratos y la heterogeneidad 

estructural que pueden adoptar (9). Por otra parte, la presencia de MUC con cierta 

promiscuidad por el ligando puede conducir a un reconocimiento más amplio de las 

diferentes estructuras que presentan los carbohidratos, por ejemplo los que componen a 

la pared celular de plantas, confiriendo cierta ventaja a las enzimas o proteínas a las 

cuales se encuentran anexados o asociados dichos MUC. 

 

 

Interacción Carbohidrato-MUC 

 

Con la finalidad de determinar a los residuos de aminoácidos involucrados en la unión 

a carbohidrato, diversos estudios estructurales y de mutagénesis sitio-dirigida se han 

llevado a cabo (23-25). En general, los residuos que se encuentran conservados en las 

diversas familias de MUC y que interactúan directamente con el sustrato son residuos 

aromáticos, entre ellos triptófano y tirosina son los que se reportan con mayor 

frecuencia. Una observación común es que la mutación de estos residuos lleva asociada 

consigo la reducción o pérdida de la función de unión de estas proteínas. 

 

En la unión MUC-carbohidrato, las cadenas laterales de los residuos aromáticos crean 

interacciones de tipo hidrofóbico con las unidades de carbohidratos, mientras que 

algunos de los residuos polares que se encuentran cercanos forman puentes de 

hidrógeno, ya sea directamente con los grupos hidroxilo presentes en el carbohidrato o 

bien mediados por moléculas de agua, lo que permite estabilizar la interacción (Fig 5).  
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Figura 5: Esquema de un MUC de la familia 41 en presencia de maltotetraosa. (A) Los residuos 

aromáticos del sitio de unión se muestran en varillas y el mapa de densidad electrónica se muestra 

alrededor del ligando. (B) Arquitectura del sitio de unión con los posibles puentes de hidrógeno que se 

forman entre el sitio de unión y el ligando. Tomada de (26). 
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Dependiendo del tipo de MUC, los puentes de hidrógeno cobran mayor o menor 

importancia. En los MUC tipo A por ejemplo, el mutar residuos polares que forman 

puentes de hidrógeno directamente con polisacáridos, tiene poco impacto en la afinidad 

de la proteína por su ligando. Esto sugiere que las interacciones hidrofóbicas 

desempeñan el papel más importante, mientras que los puentes de hidrógeno no tienen 

tanta relevancia en los MUC tipo A.  Por otro lado, mutación de residuos involucrados 

en la formación de puentes de hidrógeno en los MUC tipo B y C, provoca la 

disminución en afinidad e incluso la total perdida de la capacidad de unión, por tanto 

en los MUC tipo B y C,  los puentes de hidrógeno como las interacciones hidrofóbicas 

tienen un rol significativo en la interacción con el carbohidrato (10). 

 

Como ya se había mencionado, de los análisis estructurales realizados, se deduce que 

los residuos aromáticos involucrados en la unión a sustrato, se encuentran orientados 

de tal manera que reflejan la estructura del carbohidrato al cual se unen. Por otra parte, 

existen MUC de diferentes familias que presentan un plegamiento muy parecido y una 

orientación similar del sitio de unión a carbohidrato, mientras que los residuos que 

interactúan directamente con el ligando no son compartidos o bien, las diferencias se 

presentan en residuos funcionales secundarios. Dichas diferencias modifican la 

topología del sitio de unión y dictan la especificidad de los MUC pertenecientes a 

diferentes familias o incluso que pertenecen a una misma familia (27, 28).  

 

La comprensión de características de los MUC como su especificidad o la forma en que 

interaccionan con su ligando, ha servido como plataforma para poder llevar a cabo 

diversos estudios, dentro de los cuales, se incluye el empleo de los MUC en proteínas de 

fusión para conferir capacidad de unirse a carbohidrato a una proteína de interés. 
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Elaboración de Proteínas de Fusión con Afinidad a Carbohidrato 

 

Entre las razones existentes para preferir diseñar proteínas que presenten afinidad a 

carbohidratos, es que éstos resultan ser matrices que se encuentran de manera 

abundante, por ejemplo la celulosa y la quitina son los polímeros más abundantes que 

existen en la naturaleza y otros polisacáridos, como almidón y lignina, también se 

encuentran ampliamente distribuidos. Además de su abundancia, son biodegradables y 

biocompatibles, de hecho la celulosa, el almidón y la quitina tienen diversas 

aplicaciones farmacéuticas y en otras industrias como la alimentaria y de cosméticos;  

resultan ser agentes químicamente inertes a los que se les puede dar diferentes 

presentaciones como filtros, membranas, polvos, fibras, geles, etc. Todo esto en conjunto, 

hace de los carbohidratos matrices simples y económicas, comparados con otras 

matrices que son más complejas y requieren de modificaciones químicas o de acoplar a 

sus ligandos de manera covalente, lo que aumenta su costo y limita su uso en 

aplicaciones a gran escala. 

 

En cuanto a los MUC, éstos se han ido estableciendo como una alternativa para el 

diseño de proteínas de fusión con afinidad a carbohidrato, debido a propiedades ya 

discutidas, como el plegamiento autónomo que les permite ser funcionales en proteínas 

de fusión y su especificidad de unión. 

  

Por otra parte, la especificidad y afinidad de los MUC por su ligando puede ser 

manipulada (29-32), lo que se puede aprovechar para adaptar la unión a carbohidrato a 

conveniencia de las condiciones en las que se quiere producir la proteína o de los usos 

que se le quiere dar (Fig. 6). Se ha reportado también que algunos MUC, pueden ser de 

utilidad para mejorar la estabilidad y solubilidad de las proteínas en las cuales se 

encuentran incorporados (33, 34). 
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Figura 6: Generación de una proteína de fusión incluyendo la presencia de un MUC. Dependiendo del 

interés, la proteína de fusión puede recuperarse de la matriz donde se encuentra adsorbida, inmovilizarse 

para llevar a cabo bioprocesos o recuperarse sólo la proteína de interés al separarla del MUC. 

  

La elección de un determinado tipo de MUC al momento de diseñar una proteína de 

fusión con afinidad a carbohidrato, dependerá de factores como la naturaleza de la 

proteína a la cual se desea fusionar, la aplicación que se le va a dar a la proteína 

recombinante, el carbohidrato por el cual se desea que tenga especificidad y la fuerza 

con que se desea que se una la proteína.  A continuación se presentan algunos ejemplos 

de aplicaciones desarrolladas y publicadas de los MUC en proteínas de fusión con 

afinidad a carbohidrato. 
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Aplicaciones de los MUC 

 

MUC como Etiquetas de Afinidad 

 

Como proteínas de fusión con afinidad por ligando, los MUC compiten con otras 

proteínas o etiquetas que confieren afinidad por distintas matrices a las proteínas a las 

cuales se encuentran fusionados, entre los sistemas de etiquetas de afinidad 

actualmente en el mercado se encuentran la etiqueta de histidinas, el péptido de unión a 

calmodulina y la glutatión S-transferasa, entre otros (Tabla 2). 

 

 

Etiqueta de 
afinidad 

Tamaño  
(kDa) 

Matriz/ligando Elución 

Poli-His 0.84 Ion metálico de transición inmovilizado Imidazol 50 - 250mM 

Proteína A 31 IgG pH 2.8 – 3.0 

Glutatión S-
transferasa 

26 Glutatión 5 – 10mM de glutatión 
reducido 

Proteína de unión 
a maltosa 

40 Amilosa entrecruzada 10mM de maltosa 

Biotina 0.24 Avidina monomérica 20mM de biotina 

Péptido de unión a 
calmodulina 

2.96 Calmodulina EGTA 

Dominio de unión 
a celulosa 

4-20 Celulosa Urea 4M o etilenglicol 

Dominio de unión 
a quitina 

5.59 Quitina 30 – 50 mM ditiotreitol o 

-mercaptoetanol 

 

Tabla 2: Etiquetas de afinidad comúnmente usadas y sus propiedades. 
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Como etiquetas de afinidad “ideales”, los MUC y otros tipos de etiquetas, deben 

cumplir con ciertas características como: 1) adsorción y elución de una matriz en un solo 

paso, 2) no afectar la estructura terciaria ni la actividad biológica de la proteína a la cual 

se está fusionando, 3) ser fácil de remover de la proteína quimérica y 4) ser aplicable a 

diferentes proteínas (35). A la fecha existen diversos estudios utilizando MUC como 

etiquetas de afinidad a diferentes polisacáridos (36-38). Entre los que se usan con más 

frecuencia, se encuentran los dominios de unión a celulosa (DUC), algunos de los cuales 

se unen irreversiblemente a la celulosa, entendiendo por irreversibilidad el hecho de 

que la concentración de MUC adsorbido no se reduce a pesar de remover o diluir la fase 

soluble. Éstos MUC catalogados como de unión irreversible, son empleados para 

inmovilización de proteínas de fusión o de células (39), mientras que los que se unen 

reversiblemente, son más utilizados para purificación (35).  

 

Ejemplos de MUC que reconocen otros  polisacáridos incluyen al dominio de unión a 

quitina (DUQ), el cual se ha empleado directamente fusionado a la proteína de interés 

(40, 41), o bien, separado de está por regiones denominadas inteínas, las cuales son 

secuencias de aminoácidos a las que se les puede inducir auto-proteólisis para separar 

la proteína de interés (35, 42). Por su parte, los dominios de unión a almidón también 

han encontrado aplicación como etiquetas de afinidad con éxito (43), aunque no de 

manera comercial. 

 

Aunque la elección de la etiqueta de afinidad a fusionar en una proteína depende de las 

características de dicha proteína y del uso al cual está destinada, los MUC tienen gran 

potencial como etiquetas de afinidad en proteínas recombinantes o si se emplean MUC 

con diferente especificidad, mejorar la purificación de la proteína recombinante 

mediante un segundo paso de cromatografía de afinidad; estudios sobre estas 

posibilidades proveerán más información en un futuro cercano. 
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Además de la purificación de proteínas recombinantes, la inmovilización de proteínas 

de fusión es también uno de los usos más frecuentes que se les da a los MUC. Para 

inmovilizar se usan MUC que se unen de manera irreversible a su sustrato, al contrario 

de los que se emplean como etiquetas de purificación que se unen de manera reversible.  

 

Las enzimas inmovilizadas en los carbohidratos mantienen su actividad, incluso en 

algunos casos se reporta un aumento en la actividad enzimática después de ser 

inmovilizada (1, 44, 45) y pueden ser usadas de manera continua en reactores de lecho 

fluidizado y/o en procesos cíclicos (46, 47). 

 

Inmovilización celular 

 

Los MUC no sólo pueden inmovilizar enzimas, también pueden ser empleados para la 

inmovilización de células a través de la presentación en membrana de éstos dominios. 

Por ejemplo, se ha inmovilizado E. coli, que expresa en su superficie un DUC 

proveniente de Cellulomonas fimi, en diferentes soportes de celulosa, las monocapas de 

células son capaces de unirse en un amplio rango de pH, siendo el grado de 

inmovilización dependiente de la cantidad de DUC expuesto en la superficie (48). 

Resultados similares se han obtenido utilizando quitina como soporte y el DUQ de la 

quitinasa A1 de Bacillus circulans WL-12 (49). 

 

Una estrategia diferente que se siguió para la inmovilización de células de mamífero en 

celulosa bacteriana, fue la fusión del DUC de C. fimi al péptido de unión celular RGD; 

de esta manera, la proteína de fusión tiene capacidad de adherirse a la celulosa por un 

extremo y unirse a la célula por el otro, anclando las células a la matriz de celulosa (50). 
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Biorremediación 

 

Recientemente, se modificó genéticamente a E. coli de tal manera que expresara de 

manera simultánea un DUC y una hidrolasa de compuestos órganofosforados. La 

bacteria es capaz de fijarse a una matriz de celulosa y de hidrolizar compuestos 

organofosforados que son muy tóxicos para el sistema nervioso. La alta capacidad de 

degradación de este sistema lo hace atractivo para su aplicación en descontaminación, 

así como en destoxificación y para que en un futuro se emplee en filtros contra esta 

clase de compuestos, presentes por ejemplo, en el gas nervioso y algunos plaguicidas 

(51). 

 

En la búsqueda de sistemas eficientes para la depuración de agentes contaminantes, se 

han utilizado enzimas recombinantes fusionadas a distintos MUC, algunos de los 

ejemplos incluyen enzimas inmovilizadas  para remover metales pesados como cadmio 

con gran eficacia (39) o bien, enzimas como la atrazina clorohidrolasa acopladas a 

resinas de celulosa que pueden ser usadas para destoxificar aguas de desecho industrial 

(45) 

 

MUC como herramientas analíticas y de diagnóstico 

 

El uso de un reportero como la proteína verde fluorecente (GFP) fusionada a distintos 

MUC, ha permitido la localización in vivo y el análisis de los polisacáridos presentes en 

distintos organismos. Usando un MUC con afinidad a manano fusionado a la GFP, se 

visualizó la regeneración de la pared celular de un alga roja (52). Empleando también la 

fusión DUA-GFP se ha logrado hacer el seguimiento de almidón de granos de maíz 

durante su extracción para su uso como materia prima (53). 

 

Pensando en la rápida detección de microorganismos medicamente relevantes, también 

se han empleado a los MUC. La fusión de dos DUC provenientes de Trichoderma reesei 
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permite la detección especifica de quistes de Acanthamoeba que contienen celulosa, a 

diferencia de muchos otros que contienen quitina, lo que permite pensar en la 

aplicación de este sistema como una herramienta diagnóstica para la detección de 

protozoarios que presentan estructuras con celulosa (54).  

 

Para detectar a Staphylococcus aureus, se diseñó una proteína pentamérica consistente en 

cinco DUC y cinco anticuerpos de un solo dominio variable. El pentámero conserva la 

propiedad de unirse a celulosa  y a las células de S. aureus. El diseño de esta proteína 

permitió la captura y detección de S. aureus que se hizo pasar a través de filtros de 

celulosa incubados previamente con el pentámero (55). 

 

Para el análisis por ELISA de anticuerpos IgG, se diseñó una fusión entre la proteína A 

de S. aureus y un DUC de Clostridium cellulovorans. La proteína de fusión se adsorbe en 

microplatos con celulosa, lo que permite la posterior captura de IgG por medio de la 

proteína A. Esta misma fusión se utilizó para llevar a cabo la detección de IgG en 

western-blot, donde la proteína quimérica se empleó en lugar del anticuerpo secundario,  

revelando con partículas de celulosa teñidas (56). 

 

Otras aplicaciones en biomedicina 

 

El uso de los MUC se va volviendo cada vez más amplio, por ejemplo, la fusión de una 

citocina a un DUC, permite la inmovilización de la proteína quimérica en una matriz de 

celulosa y potencia el efecto en la estimulación y proliferación de líneas celulares 

dependientes de la citocina (57). En inmunología, antígenos fusionados a MUC que 

reconocen y se anclan a la pared celular de bacterias lácticas son prometedores para la 

administración oral de vacunas vivas (58) además, el uso de polisacáridos como 

vehículos para la administración de antígenos adsorbidos a ellos vía MUC es otro tema 

que se está estudiando (59). 
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Como se ha descrito hasta el momento, el uso de los MUC en proteínas de fusión puede 

ser muy variado, no obstante, resulta difícil generalizar una sola estrategia para la 

elaboración de proteínas de fusión que contengan MUC, sin embargo, en el siguiente 

ejemplo se describe el diseño de una proteína fusionada a un MUC tomando en cuenta 

los detalles a cuidar durante la confección de la proteína recombinante con afinidad a 

carbohidrato 

 

 

Diseño de un Péptido Antimicrobiano Fusionado a un Dominio de Unión a Almidón 

 

El objetivo del ejemplo a desarrollar es diseñar una proteína de fusión entre un Péptido 

Antimicrobiano (PAM) de interés y un MUC con afinidad a almidón. Dicha proteína 

tendría la propiedad de adsorberse al almidón y presentar actividad antimicrobiana, 

generándose novedosos bioproductos con propiedades antimicrobianas, además, el 

almidón puede ser usado con fines farmacéuticos, por su inocuidad. 

 

Por otra parte, usualmente los PAM son péptidos pequeños, lo que dificulta su 

expresión de manera individual. Los bajos niveles de expresión junto con toxicidad para 

la célula, proteólisis y pobre solubilidad, son problemas que se pueden superar 

mediante la fusión a un MUC (60). 

  

Estrategia general: 

 

1) El Dominió de unión a almidón (DUA) a utilizar.   Si se desea conferirle afinidad por 

almidón a una proteína de fusión, la búsqueda de un DUA se debe llevar a cabo 

en las enzimas adecuadas. Entre las glucósido hidrolasas, las familias de las -

amilasas, glucoamilasas y -amilasas son las que cuentan con más representantes 

y cerca del 10% de estas enzimas poseen un DUA (61).   Uno de los DUA más 

estudiados es el de la glucoamilasa de Rhizopus oryzae, el cual tiene comprobada 
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función de adsorción al almidón insoluble y a algunos oligosacáridos (62, 63), por 

lo que resulta un candidato viable para fusionarse a una proteína. 

 

2) Características de la construcción. El siguiente aspecto a decidir, es la posición 

donde se desea fusionar el DUA con respecto al PAM, en la glucoamilasa de R. 

oryzae, el DUA se encuentra ubicado en el extremo N-terminal. Sin embargo, 

estudios colocándolo en la posición N- o C-terminal de una proteína como la 

verde fluorescente, han demostrado su eficiencia para adsorber la proteína de 

fusión al almidón, independientemente de su localización (43). Para efectos del 

ejemplo que se desarrolla, el gen del DUA de R. oryzae se clona en el extremo 5’ 

del gen del PAM, es decir, se coloca en el extremo N-terminal de la proteína de 

fusión, simulando la posición que tiene en la enzima original. 

 

En el diseño de la proteína de fusión, se puede incorporar una secuencia de corte 

específica para enterocinasa, dicha secuencia se colocaría entre el DUA y el PAM 

y serviría para poder separarlos en caso de ser necesario Por otra parte, la 

enterocinasa en una proteasa intestinal, la acción de la enterocinasa permitiría 

una liberación del PAM in vivo en el tracto intestinal, de tal manera que se pueda 

dirigir la acción del PAM contra microorganismos patógenos causantes de 

enfermedades intestinales. Una segunda función de la secuencia de corte para 

enterocinasa se relaciona con estudios de inmuno-detección, ELISAs, Western-

blot, etc., ya que comercialmente existen anticuerpos dirigidos contra esta 

secuencia y que permitirían llevar a cabo dichos ensayos. 

 

En sus enzimas, los DUA pueden estar localizados de manera contigua al 

dominio catalítico o separados por medio de una secuencia entre 10 y 20 

aminoácidos ó linker O-glicosilado (61). En estudios con proteínas de fusión, se 

ha reportado que la separación por medio de esta secuencia confiere flexibilidad 
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y puede favorecer el plegamiento correcto y la acción independiente de las 

proteínas o dominios fusionados (64, 65). La glucoamilasa de R. oryzae presenta 

un linker que separa al DUA del dominio catalítico. Aprovechando que de 

manera natural esta enzima posee el DUA y un linker, se propondría clonar la 

región correspondiente al DUA incluyendo también la región que corresponde al 

linker. 

 

Resumiendo, la proteína de fusión con afinidad a carbohidrato incluiría el DUA en el 

extremo N-terminal seguido de un linker, la secuencia de corte para enterocinasa y 

finalmente el péptido de interés en el extremo C-terminal. 

 

3) Sistema de expresión.   Proteínas de fusión que incluyen MUC han sido expresadas 

en E. coli y en eucariontes como Pichia pastoris (43, 66) con buenos resultados. Sin 

embargo, específicamente para fusiones conteniendo el DUA de R. oryzae, la 

expresión y purificación a partir de E. coli ha resultado más eficiente que en P. 

pastoris (43), por lo que en este ejemplo, E. coli sería el sistema de expresión 

elegido. 

 

4) Purificación.  La adición del DUA a la proteína de fusión podría ejercer función 

de etiqueta de purificación, evitando la incorporación de alguna otra etiqueta de 

afinidad, además de que la matriz de purificación resultaría menos compleja 

como ya se discutió anteriormente. Ya que se tiene la proteína recombinante pura, 

se analizaría la capacidad de adsorción de esta proteína al almidón insoluble, 

permitiendo de esta manera, cuantificar la cantidad máxima de proteína que se 

adsorbe por miligramo de almidón, además se evaluaría la actividad 

antimicrobiana de la proteína de fusión adsorbida al almidón y así poder 

determinar su efectividad como agente antimicrobiano.  
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5) Optimización de la función.  Por último, habría que analizar la posibilidad de 

introducir mejoras en el diseño de la proteína en caso de que fuera necesario, por 

ejemplo, la afinidad de la proteína se podría mejorar agregando más de un MUC, 

ya que se ha reportado que la presencia de múltiples MUC pueden mejorar la 

afinidad hacia un ligando (3, 8). Por otra parte, los MUC fusionados al antígeno 

de interés pueden tener diferente especificidad, por ejemplo a celulosa y a 

almidón, esto pensando en  aprovechar las nuevas tecnologías en polímeros 

biodegradables basados en estos dos polisacáridos que pueden usarse para el 

transporte de moléculas de interés (67), en este caso la proteína de fusión. 

 

 

Conclusión 

 

En el diseño de proteínas de fusión con afinidad a carbohidrato, los MUC resultan ser 

una alternativa interesante y empleada con frecuencia para generar esta clase de 

proteínas. La comprensión de las propiedades de los MUC y la forma en que éstos 

reconocen e interactúan con su ligando, ha sido de gran importancia para generar 

diversos estudios que tienen la finalidad de explotar las cualidades de los MUC en 

distintos campos de investigación, sobre todo en el de la biotecnología como 

componentes moleculares en proteínas de fusión. 

 

Dada la variedad de proteínas a las que se pueden fusionar los MUC, la amplia 

variedad de carbohidratos existentes en la naturaleza y las ventajas que su utilización 

significa,  las aplicaciones de los MUC en proteínas de fusión son muy diversas y 

generalmente, con buenos resultados. 

 

Finalmente, aunque en este trabajo se discute el empleo de los MUC en proteínas de 

fusión, es de mencionar que el uso de MUC como proteínas independientes también se 

encuentra bajo investigación. Por ejemplo, el tratamiento de materiales que contienen 
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celulosa como papel o algodón con DUC puede alterar propiedades mecánicas y/o de 

afinidad por colorantes de dichos materiales (1), también como agentes antifúngicos 

(68) y en productos de higiene oral donde la adición de MUC puede ayudar a remover 

y prevenir la formación de la placa dentobacteriana (69), Estas características hace de los 

MUC una herramienta de la que se puede obtener bastante provecho en futuras 

investigaciones.  
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