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1. Resumen 

 

En algunos estudios de la proteína LpqH de Mycobacterium tuberculosis se ha 

argumentado que la mutagénesis de cinco residuos de treonina (Thr34-36 y Thr40-

41) localizados dentro de una secuencia de ocho aminoácidos en el extremo N-

terminal de la proteína madura abate la glicosilación. Sin embargo, sigue 

indefinido si los residuos que coinciden con el motivo de glicosilación son 

específicamente los que permiten la glicosilación de la proteína y si existe algún 

otro sitio de glicosilación independiente. Para profundizar en esto se 

seleccionaron los residuos con base en los puntajes de glicosilación generados 

a partir de NetOGlyc, con la paridad que existe entre estos y el motivo de 

glicosilación. Se realizó la sustitución de los cinco residuos de treonina y del 

residuo Ser43 por alanina de la proteína LpqH de M. tuberculosis, siendo 

únicamente Ser43 el residuo que coincide con el motivo de glicosilación. Las 

versiones modificadas de esta proteína fueron expresadas y purificadas en 

Streptomyces lividans para ser posteriormente analizadas mediante un ensayo 

de Western blot con concanavalina A. Este ensayo reveló que la proteína LpqH 

con la mutación de Thr34, Thr35 y Thr36 no tiene un efecto negativo en la 

glicosilación al igual que LpqH con la mutación de Thr40 y Thr41 y con la mutación 

individual de Ser43, mientras que la proteína modificada en las cinco treoninas 

resulta en el abatimiento de la glicosilación de la proteína. 
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2. Introducción 

 

 

2.1 Mycobacterium tuberculosis 

 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es una especie bacteriana que pertenece al 

grupo de los actinomicetos. Es un aerobio obligado, sin movilidad y con un 

crecimiento muy lento en medios ricos; por ejemplo, los cultivos de aislados 

clínicos tardan de 4 a 6 semanas para crecer (McMurray, 1996). A nivel celular, 

se trata de bacilos Gram-positivos, con una envoltura celular constituida por 

cápsula, pared celular y membrana plasmática. La cápsula sirve de protección y 

tiene una interacción directa con los elementos de la respuesta inmune. La 

membrana citoplasmática está cubierta por una capa densa de peptidoglicanos 

unidos a polisacáridos esterificados con los ácidos micólicos formados por lípidos 

libres, peptidoglicolípidos y glicolípidos, lo que le confiere alta hidrofobicidad, 

resistencia a detergentes y a antibióticos. Los glicolípidos y algunas proteínas 

son responsables de las características antigénicas de la bacteria (Brennan, 

1989) (Fig. 1). 

 

 

Figura 1. Estructura general de la pared celular de micobacterias. (Panel izquierdo) 

Composición de la envoltura celular de gram-positivas, gram-negativas y micobacterias. (Panel 



8 
 

derecho) Capas de la envoltura celular de micobacterias. La membrana interna (MI) con los 

fosfolípidos más abundantes representados fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamina (PE), 

difosfatidilglicerol (DPG) y los fosfatidilinositol manósidos (PIMs). Lipoarabinomanano (LAM) y 

lipomanano (LM) están unidos covalentemente a la IM y las unidades de manosa están en forma 

de piranosa (Manp). Los peptidoglicanos, arabinogalactano (AG) y los ácidos micólicos (MA) que 

también contribuyen a la membrana externa forman el centro de la pared celular. Los arabinanos 

y galactános construyen bloques de furanosa (Araf y Galf). La capa de AG está unida 

covalentemente a los motivos de ácido murámico. Modificado de: Rebrova, 2017. 

 

 

2.2 Características de la tuberculosis 

 

La tuberculosis, causada por M. tuberculosis, es la segunda enfermedad 

infecciosa más letal a nivel mundial, pues ocasiona tres millones de muertes 

anuales e infecta de manera latente a entre mil a dos mil millones de personas. 

Aunque la mayoría de las infecciones activas de tuberculosis son curables con 

un diagnóstico temprano, existen en la actualidad cepas de M. tuberculosis que 

han desarrollado resistencia a los medicamentos, además de que es difícil y 

costosa de tratar en individuos inmunocomprometidos (World Health 

Organization, 2014). 

La tuberculosis pulmonar se transmite por la inhalación de bacilos exhalados de 

pacientes con la enfermedad. Los síntomas incluyen tos, debilidad, fiebre, 

sudores nocturnos, pérdida de peso y producción de esputo con sangre 

(Jiansong et al., 2016).  

La vacuna contra la tuberculosis utilizada en la actualidad es la vacuna BCG 

(bacilo de Calmette-Guérin) que fue aislada originalmente de una cepa viva 

atenuada de M. bovis por Albert Calmette y Camille Guérin. Se ha utilizado 

ampliamente, aunque no es eficaz contra la tuberculosis pulmonar en adultos por 

dos razones: no es capaz de inducir respuesta inmune de larga duración 

después de la vacunación y no evita la reactivación de la tuberculosis latente que 

es la principal propagación de bacilos. Además, la exposición previa a 

micobacterias ambientales interfiere con su eficacia que varía según la zona 

geográfica. (Andersen, 2005). En términos de eficacia, ninguna cepa de BCG es 

claramente mejor que las otras y no existe un consenso mundial sobre cuál es 

idónea para uso general. Con el objetivo de hacer más eficientes candidatas a 
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vacunas, se ha obtenido la secuencia completa del genoma de M. tuberculosis, 

lo cual ha permitido el desarrollo de investigaciones enfocadas al estudio de 

moléculas antigénicas indispensables para la virulencia de la bacteria como 

proteínas, lipoglicanos y glicoproteínas (Corbière et al., 2014) 

 

 

2.3 Biosíntesis de lipoproteínas de M. tuberculosis 

 

En años recientes se han identificado genes de micobacterias esenciales para la 

virulencia. La mayoría codifican enzimas de vías de síntesis de lípidos, proteínas 

de la superficie celular y proteínas de los sistemas de transducción de señales 

(Forrellad et al., 2013). Las lipoproteínas (lpp) se encuentran asociadas a la 

membrana y participan en el transporte de nutrientes a través de la pared celular 

y algunas en la inducción de respuestas humoral y celular, especialmente de la 

respuesta de las células T de memoria en bacterias Gram-positivas (Young, y 

Garbe, 1991). 

Aparentemente todas las bacterias localizan proteínas específicas en sus 

envolturas celulares mediante modificaciones postraduccionales lipídicas 

(lipoproteínas), que facilitan el anclaje de proteínas hidrofílicas a superficies 

hidrofóbicas por la interacción de los grupos acilo con los fosfolípidos de la 

membrana celular, permitiendo a las proteínas funcionar de manera eficaz en 

medio acuoso. Asimismo, estas moléculas están involucradas en la biogénesis 

de la envoltura celular y plegamiento de proteínas (Kamalakkannan et al., 2004). 

La biogénesis de lpp es esencial para la supervivencia de las bacterias Gram-

positivas y depende de la presencia del péptido señal que dirige a la 

preprolipoproteína a exportarse a través de la membrana plasmática. El péptido 

señal contiene tres regiones: la región N se encuentra cargada de forma positiva, 

seguida por una región altamente hidrofóbica (región H) y finalizando con la 

región de corte C, que contendrá el lipobox en el extremo C-terminal. 

Anteriormente se aceptaba que las lipoproteínas bacterianas se translocaban por 

la vía Sec, sin embargo, ahora se sabe que existen lipoproteínas que también se 

translocan por la vía Tat, por la cual se secretan las proteínas plegadas (Berks, 

B., 2000).  
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Para que las proteínas sean secretadas por Sec, deben permanecer en un 

estado no plegado. Este sistema se compone por la proteína SecA que es una 

ATPasa y que junto con el canal SecYEG secretan las proteínas a través de la 

membrana citoplasmática. El sistema de translocación de argininas gemelas 

(twin-arginine transport) o Tat a diferencia del sistema Sec, no se encuentra en 

todas las bacterias y requiere que todas las proteínas transportadas se 

encuentren completamente plegadas. Este sistema secreta proteínas de manera 

postranscripcional cuyo péptido señal tiene un motivo Tat que contiene dos 

residuos de arginina conservados entre la región N y la región H. El sistema de 

secreción Tat está conformado por el complejo protéico TatBC que induce la 

formación del poro del translocón conformado por la interacción de proteínas 

TatA. (Goosens, et al. 2014) (Fig. 2). 

El lipobox es un motivo peptídico constituido por cuatro aminoácidos ([LVI], 

[ASTVI], [GAS], [C]), tiene en su secuencia una cisteína conservada en el 

extremo C-terminal que funciona para ser reconocida por la maquinaria de 

lipidación de proteínas. La enzima que se encarga de la lipidación es la 

lipoproteína diacilglicerol transferasa (Lgt), que puede ser indispensable en 

Gram-positivas y que añade un diacilglicerol por un enlace tioéster al grupo 

sulfhidrilo de la cisteína del lipobox, quedando así anclada la proteína a la 

membrana. Posteriormente a la lipidación, el péptido señal es eliminado por 

medio de un corte que lleva a cabo la peptidasa señal de lipoproteínas (Lsp), 

mediante el corte del enlace peptídico inmediatamente anterior a la cisteína 

lipidada, convirtiendo a este aminoácido en el extremo N-terminal de la proteína 

madura. En Gram-negativas, y en algunas Gram-positivas como M. tuberculosis 

pueden ocurrir pasos adicionales como la adición de ácidos grasos en el grupo 

amino de la cisteína por una N-aciltransferasa (Lnt) (Sutcliffe, y Harrington, 2004) 

(Fig. 2). 
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Figura 2. Vía de biogénesis de lipoproteínas. a) En bacterias Gram-negativas: 1) la lpp 

plegada (círculo rojo) o no plegada (línea roja) es directamente translocada a través de la 

membrana citoplásmica por la vía Sec o Tat por sus péptidos o secuencias señal (en azul), 2) un 

grupo lipídico consistente en un diacilglicerol (línea negra angulada) es covalentemente unido al 

grupo sulfhidrilo de la cisteína del lipobox por la enzima Lgt, 3) el péptido señal es cortado por la 

peptidasa Lsp, 4) un segundo grupo lipídico consistente en una cadena de acilo (línea negra) es 

enlazado al grupo amino de la cisteína del lipobox por Lnt, 5) esto ocurre en estricto orden y son 

retenidos en la membrana citoplásmica, o 6) son transportados a la membrana externa por la vía 

Lol (responsable de la localización de lipoproteínas de membrana externa). b) en bacterias Gram-

positivas: 1) la vía es conservada pero no necesariamente ocurre en estricto orden. Hay 

evidencia de la N-acilación en bacterias Gram-positiva con bajo contenido GC como Bacillus 

subtilis y Staphylococcus aureus a pesar de la ausencia de homólogos de Lnt. Por el contrario, 

algunas bacterias Gram-positivas con alto contenido GC como Mycobacterium y Streptomyces 

llevan a cabo la N-acilación por homólogos de Lnt. Modificado de: Sutcliffe y Harrington, 2004. 

 

 

2.4 Glicosilación de lipoproteínas  

 

La adición de carbohidratos o glicanos a glicoproteínas extracelulares y de 

membrana es una modificación postraduccional. Arqueas, procariontes y 

eucariontes comparten precursores biosintéticos, lo cual sugiere que la 

glicosilación es una modificación universal de proteínas que tiene un papel 

biológico similar en todos los organismos como la regulación de la estructura, 

protección contra la degradación, estabilidad y la función de proteínas 

membranales y secretadas como la adhesión celular y el reconocimiento 

inmunológico específico (González-Zamorano et al., 2009). 

En la N-glicosilación de proteínas los precursores de los oligosacáridos se 

ensamblan primero en una molécula acarreadora antes de ser transferidos en 

bloque al nitrógeno del grupo amido de un Asn de la proteína aceptora, la cual 
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se encuentra dentro del motivo Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier 

aminoácido excepto prolina. Este proceso es común en eucariontes y en algunas 

bacterias Gram-negativas, pero no se ha observado en bacterias Gram-positivas 

ni en micobacterias patógenas. En las bacterias Gram-positivas, y en especial 

en los actinomicetos, es común la O-glicosilación de proteínas por medio de 

residuos de manosa, proceso conocido como O-manosilación. A diferencia de la 

N-glicosilación, en el proceso de O-manosilación el residuo inicial de manosa es 

transferido al grupo hidroxilo de un residuo aceptor de treonina o serina por la 

enzima O-manosiltransferasa de proteínas (Pmt). Posterior a la adición de este 

primer residuo de manosa pueden ser añadidos otros a la manosa inicial por 

medio de otras manosiltransferasas. Aunque el papel de la O-glicosilación aún 

se está dilucidando, se sabe que es esencial para la virulencia en micobacterias 

patógenas, pues mutantes carentes de Pmt no son virulentas (Corbière et al., 

2014). El reconocimiento célula-célula entre el patógeno (Mtb) y el hospedero 

está mediado parcialmente por la glicosilación de proteínas (Smith et al., 2014). 

Se ha propuesto que los receptores de manosa en las células hospederas 

pueden interactuar directamente con proteínas manosiladas de Mtb para entrar 

a los macrófagos y contribuir a su supervivencia (Peter-Katalinić, 2005). 
 

 

2.5 Motivo de glicosilación 

 

Aunque el conocimiento acerca de las glicoproteínas de Mtb es limitado, 

mediante un estudio glicoproteómico se han obtenido los sitios de glicosilación 

de 33 glicoproteínas obtenidas de un filtrado de cultivo de Mtb utilizando técnicas 

de cromatografía líquida con espectrometría de masas (Smith et al., 2014). A 

partir de los datos obtenidos de dicho análisis, mediante la aplicación WebLogo 

se generó el logo de la secuencia, que es la representación gráfica de la 

secuencia alineada de aminoácidos. Éste consiste en símbolos apilados, en 

donde una pila corresponde a cada posición en la secuencia donde la altura de 

los caracteres es proporcional a la frecuencia relativa de cada aminoácido en la 

posición en la que se encuentran. A partir de este logo se puede determinar no 

sólo una secuencia consenso, sino también la frecuencia relativa de las bases y 

la información del contenido en cada posición en el sitio o secuencia (Schneider, 
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y Stephens, 1990). En general, un logo provee una descripción más rica y precisa 

de un sitio de unión a comparación de una secuencia consenso (Crooks et al., 

2004).  

La Figura 3 presenta el logo de la secuencia que determinaron Smith et al. (2014) 

a partir de sus datos glicoproteómicos, donde se muestra que aproximadamente 

el 60% de los sitios de glicosilación correspondieron a residuos de treonina y el 

40% en residuos de serina. Estos resultados también revelaron la alta frecuencia 

de los sitios de glicosilación en los extremos C-terminal de las proteínas. 

También se observa que los sitios de O-glicosilación se encuentran en regiones 

con alta presencia de residuos de prolina y de alanina como ya se había 

demostrado (Smith et al., 2014). 

 

 

Figura 3. Motivo de glicosilación. El motivo de O-glicosilación generado de las identificaciones 

de sitios de glicosilación en un estudio glicoproteómico muestra una alta probabilidad de prolina 

y alanina hidrofóbicas intercaladas con algunas treoninas hidrofílicas alrededor del sitio de 

manosilación, correspondiente a la treonina o serina de la posición 16. El motivo de glicosilación 

también indica que muchos sitios se encuentran cerca del C-terminal de las proteínas, lo cual 

está representado por los recuadros negros a la derecha, que corresponden a la ausencia de 

aminoácidos. Tomado de: Smith, 2014. 

 

Existen herramientas que permiten predecir los sitios de glicosilación en 

proteínas eucariontes como NetOGlyc y NetNGlyc. En el caso de NetNGlyc la 

predicción se basa en el motivo Asn-X-Ser/Thr, donde X no puede ser una 

prolina, pero en caso de NetOGlyc la predicción se basa en un algoritmo derivado 

de los sitios de glicosilación determinados a partir de glicoproteínas conocidas, 

el cual se va modificando conforme más proteínas son estudiadas. La versión 
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4.0 con respecto a la anterior versión 3.1, representa una importante mejoría en 

cuanto a la sensibilidad y especificidad general ante los diferentes conjuntos de 

datos. La versión 3.1 a pesar de su menor sensibilidad, predice la mayoría de los 

sitios ortogonales al nuevo predictor. Además, se argumenta que aún existe la 

necesidad apremiante de integrar y mejorar la información de datos negativos 

(que indican no glicosilación) (Steentoft et al., 2013). 

 

 

2.6 Glicoproteínas de M. tuberculosis 

 

Las micobacterias tienen una gran diversidad de biomoléculas glicosiladas 

complejas con enlace de tipo O–glicosídico. 

Se estima que el 25% del peso seco de las micobacterias corresponde a lípidos 

o glicolípidos. Se sabe que la mayoría de las glicoproteínas, lipoproteínas y 

glicolipoproteínas secretadas por M. tuberculosis son antígenos que el sistema 

inmune humano reconoce y que han sido detectadas por lectinas en el 

sobrenadante de cultivos y en las membranas de M. tuberculosis. Las proteínas 

de 19, 38 y 45 kDa son algunas de las glicoproteínas más estudiadas de este 

organismo (Hermann et al., 1996). 

  

 

2.6.1 Proteína de 19 kDa, LpqH 

 

La proteína de 19 kDa o LpqH es miembro de una familia altamente 

inmunogénica de lipoproteínas micobacterianas asociadas a la superficie. Es un 

antígeno secretado que se dirige a la ruta de exportación Sec de proteínas por 

un péptido señal de secreción de 21 aminoácidos (Parra et al., 2017). 

Dentro del complejo de Mtb el gen que codifica para el antígeno de 19 kDa 

(Rv3763) está muy conservado y tanto M. avium como M. intracellulare tienen 

genes que codifican proteínas con un alto grado de identidad, de 

aproximadamente un 75%, con el complejo antigénico de M. tuberculosis. Otras 

especies como M. asiaticum, M. phlei, M. kansasii, M. paratuberculosis, y M. 

scrofulaceum pueden tener un antígeno homólogo, pero no hay reportes de 

proteínas relacionadas con el antígeno de 19 kDa en otros géneros bacterianos 
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(Mahenthiralingam et al., 1998). La proteína LpqH participa en la regulación de 

la inmunidad adaptativa induciendo la secreción de citocinas y moléculas 

coestimuladoras en células del sistema inmune innato y a través de la regulación 

directa de la activación de linfocitos T de memoria (Ocampo et al., 2014). Se ha 

encontrado después de examinar las cinéticas de crecimiento de cepas carentes 

de este antígeno, que aislados de Mtb en los que no se expresa la proteína LpqH, 

se ven afectados en la virulencia (Henao-Tamayo et al., 2007). A pesar del 

amplio estudio de la inmunobiología de LpqH, su función específica permanece 

desconocida. 

La glicosilación puede ser parte de un mecanismo protector para retener al 

antígeno de 19 kDa en su ubicación asociada a la membrana y asegurar su papel 

inmunológico. La evidencia de glicosilación de esta lipoproteína inicialmente se 

basó en su capacidad de reconocimiento por la lectina concanavalina A en 

ensayos de Western blot (Sutcliffe, y Harrington, 2004). 

En un estudio de mutagénesis se propusieron cinco sitios potenciales de 

glicosilación de la proteína a través del reemplazo de los residuos de treonina 

localizados en el extremo N-terminal entre las posiciones 33 y 41, por residuos 

de valina, que abate la unión de LpqH a ConA (Hermann et al., 1996). 

Recientemente, en un estudio donde se expresa la proteína LpqH en M. 

smegmatis se ha confirmado mediante análisis de espectrometría de masas que 

la glicosilación ocurre en cuatro de estos cinco residuos de treonina de manera 

progresiva en el siguiente orden: Thr41, Thr35, Thr34 y Thr36; esta progresión 

preferencial probablemente esté aunada a una diferente accesibilidad de la 

proteína manosil transferasa a los distintos sitios de glicosilación (Parra et al., 

2017). 

  

 

2.7 Streptomyces 

 

Es un género de actinobacterias que abunda en el suelo. Una de sus 

características más conocidas es la producción de antibióticos, además 

sintetizan fungicidas, citostáticos, moduladores de la respuesta inmune y 

efectores del crecimiento de las plantas. Streptomyces tiene una adaptación al 

crecimiento que ayuda a adherirse y penetrar en los restos orgánicos insolubles 
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de hongos, plantas y otros organismos, que es el crecimiento miceliar (Chater et 

al., 2010). De forma parecida a los hongos, los estreptomicetos crecen como 

hifas ramificadas que forman un micelio vegetativo y se dispersan a través de las 

esporas que forman estructuras reproductivas especializadas llamadas hifas 

aéreas, las cuales emergen de la superficie de la colonia hacia el aire. Estas 

similitudes podrían ser el resultado de adaptaciones a nichos ecológicos 

similares, aunque en realidad tienen diferentes orígenes evolutivos. 

Cuando una espora de Streptomyces se encuentra en condiciones favorables 

con los nutrientes necesarios, germina. Es decir, uno o dos tubos germinales 

emergen y crecen para formar hifas; estos tubos germinales crecen por 

extensión y ramificación de la punta para formar un micelio vegetativo que se 

dispersa en el sustrato. 

En condiciones de estrés se producen metabolitos secundarios y ocurre la 

diferenciación morfológica. Posteriormente, las hifas aéreas rompen la tensión 

superficial escapando de la capa acuosa del micelio vegetativo y crecen en el 

aire. Las hifas aéreas se dividen por una forma de división celular controlada por 

el desarrollo, en largas cadenas de compartimentos de preesporas, que luego 

desarrollan paredes gruesas, sintetizan un pigmento gris y adquieren otras 

características de esporas maduras. Las esporas de Streptomyces son menos 

resistentes a las condiciones adversas, aunque pueden sobrevivir largo tiempo 

en un estado de desecado, lo cual indica que están bien adaptadas para la 

dispersión en el medio ambiente (Flärdh y Buttner, 2009) (Fig. 4). En un ambiente 

acuoso, Streptomyces crece como redes de micelio que típicamente forman 

pellets grandes o grupos de pellets. El ambiente impacta la morfología 

profundamente. Entre otros, la composición del medio, la viscosidad, la 

hidrodinámica (si se trata de un medio líquido) y el pH afectan la fisiología del 

cultivo (van Dissel y van Wezel, 2018). 

Streptomyces coelicolor es el modelo más estudiado de los estreptomicetos, el 

cual tiene un cromosoma lineal, alto contenido de G+C (72 %) en su DNA, más 

de 6,200 marcos de lectura abierta (ORFs), y gran cantidad de proteínas de 

secreción (Chater et al., 2010). Un análisis proteómico ha confirmado que los 

estreptomicetos secretan numerosas proteínas, de las cuales un alto porcentaje 

está involucrado en transporte y en la degradación de nutrientes extracelulares.  
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S. lividans tiene muchas similitudes con S. coelicolor, sin embargo, esta especie 

se utiliza en experimentos para la producción heteróloga de proteínas por su 

menor actividad de proteasas en el medio y por la ausencia de un sistema de 

restricción del DNA dependiente de metilación. Por lo tanto, no degrada DNA 

metilado de otras bacterias como Escherichia coli, facilitando su manipulación en 

el laboratorio (González-Cerón et al., 2009). 

 

 
 

Figura 4. Ciclo de vida de Streptomyces. i) Una espora germina, los tubos germinales 

emergen, ii) crecen por extensión y ramificación formando el micelio vegetativo que se dispersa 

en el medio sólido. iii) El micelio vegetativo forma el micelio aéreo orientado verticalmente hacia 

la superficie. iv) El micelio aéreo en espiral y luego los filamentos aéreos se dividen en largas 

cadenas de compartimentos de preesporas que v) maduran hasta convertirse en esporas. Los 

metabolitos secundarios, incluidos los antibióticos, se secretan durante la generación de hifas 

del micelio vegetativo. Modificado de: Laboratorio de bioquímica celular, Universidad de 

Hiroshima. (2011). 
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3. Justificación 

 

La tuberculosis, ocasionada por M. tuberculosis, es la segunda causa de 

mortalidad por agentes infecciosos a nivel mundial, provocando 

aproximadamente 1.7 millones de muertes al año. Aunque existe una vacuna 

contra la infección por el agente causal de esta enfermedad (la vacuna BCG), se 

ha demostrado que no es completamente efectiva. Por lo que, con el objetivo de 

hacer vacunas más eficientes, se han desarrollado investigaciones enfocadas al 

estudio de moléculas antigénicas indispensables para la virulencia de la bacteria 

como proteínas, lipoglicanos y glicoproteínas; para así entender los mecanismos 

de acción del patógeno, sus interacciones y modificaciones. 

En la actualidad los estudios proteómicos han recibido mayor atención ya que 

muchas proteínas están involucradas en la respuesta inmune, principalmente en 

el reconocimiento célula-célula entre el patógeno (Mtb) y su hospedero mediado 

por glicoproteínas. 

La expresión de proteínas heterólogas en organismos no patógenos como S. 

lividans minimiza el riesgo de infección y facilita el trabajo experimental, 

aumentando la velocidad de producción y la cantidad de proteínas obtenidas sin 

afectar el patrón de glicosilación que ocurre en el organismo original. 

En M. tuberculosis, se ha propuesto que la proteína de 19 kDa se glicosila en el 

extremo N-terminal en cinco residuos de treonina. Sin embargo, existen otros 

residuos que podrían tener una mejor coincidencia con el motivo de glicosilación, 

determinado mediante estudios proteómicos y que podrían estar involucrados en 

la glicosilación de la lipoproteína expresada en S. lividans. 
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4. Hipótesis 

 

La expresión de la proteína de 19 kDa (LpqH) en S. lividans resultará en su 

glicosilación en los mismos residuos de treonina que han sido sugeridos como 

los sitios donde ocurre la glicosilación. Por lo tanto, mutaciones que sustituyan 

estos cinco residuos de treonina (Thr34, Thr35, Thr36, Thr40 y Thr41) por alanina 

resultarán en el abatimiento de la glicosilación. Aunque es probable que otro 

residuo de treonina o serina de LpqH se ajuste al motivo de glicosilación y esté 

glicosilado, evento que puede ser a su vez predicho por la herramienta 

NetOGlyc. 

 

 

 

5. Objetivos 

 

 

5.1 Objetivo general 

 

Evaluar el efecto de mutaciones en sitios con alta probabilidad de glicosilación 

en la lipoproteína LpqH de M. tuberculosis expresada en S. lividans, utilizando el 

motivo de glicosilación y el software de predicción de glicosilación NetOGlyc. 

 

 

5.2 Objetivos particulares 

 

● Identificar y mutar posibles sitios de glicosilación en la proteína LpqH 

considerando el motivo de glicosilación y la herramienta NetOGlyc. 

● Expresar y purificar mediante cromatografía de afinidad a níquel la 

proteína LpqH con las distintas mutaciones en S. lividans. 

● Detectar si se encuentra glicosilación en la proteína de 19 kDa con las 

mutaciones realizadas, mediante un ensayo de inmunodetección con 

concanavalina A. 
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6. Materiales y métodos 

 

 

6.1 Cepas, plásmidos y oligonucleótidos  

 

Se utilizaron cepas de E. coli para la manipulación del gen Rv3763 y cepas de             

S. lividans para la expresión de las diferentes formas de la proteína recombinante 

LpqH. En la Tabla 1 se resumen las cepas utilizadas, en la Tabla 2 los plásmidos 

utilizados y construidos, y en la Tabla 3 los oligonucleótidos utilizados en este 

trabajo. 

 

Tabla 1. Cepas utilizadas para clonar y expresar Rv3763. 

 

 

 
 

 

 

 

Cepa Descripción Referencia 

E.coli   

DH5α 

F-endA1glnV44thi-

1recA1relA1gyrA96deoRnupGΦ80dlacZΔM15 

Δ(lacZYA argF)U169, hsdR17(rK-mK+), λ– 

Grant et al., 1990 

IBEC58 
ΔdamΔdcmΔhsdRMS derivado de BW25113. 

Para obtener DNA no metilado. 

González-Cerón 

et al., 2009 

Streptomyces   

S. lividans 1326 Silvestre. 
John Innes 

Centre, cepa 1326 

Δpmt 

Derivada de S. lividans 1326 con el gen 

SI3509 deletado, el cual codifica para la O-

manosiltransferasa pmt. 

Arista, 2016 
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Tabla 2. Plásmidos utilizados para clonar los genes en las cepas. 

Plásmido  Descripción Referencia 

pUC18  

Plásmido que contiene un sitio múltiple de 

clonación y un gen que confiere resistencia a 

ampicilina. Produce el péptido de la β-

galactosidasa que complementa la deleción 

de lac en cepas de E. coli como DH5α. 

Yanisch-

Perron et 

al., 1985 

pUC18Rv3763H 
Gen Rv3763 modificado para la adición de 

6His a LpqH, clonado en pUC18. 

Este 

trabajo 

pUCS43AH 
Gen Rv3763 con la mutación S43A+6His 

clonado en pUC18. 

Este 

trabajo 

pQ3A2T 

 

Fragmento sintético del gen Rv3763 con la 

sustitución T34-36A, clonado en el vector 

pMA-RQ en E. coli (ampR) flanqueado por 

sitios BamHI y NruI. 

Este 

trabajo 

pQ3T2A 

Fragmento sintético del gen Rv3763 con la 

sustitución T40-41A clonado en el vector 

pMA-RQ en E. coli (ampR) flanqueado por 

sitios BamHI y NruI. 

Este 

trabajo 

pQ3A2A 

 

Fragmento sintético del gen Rv3763 con la 

sustitución del cluster de cinco treoninas por 

alaninas (T34-36,40-41A) clonado en el 

vector pMA-RQ en E. coli (ampR) flanqueado 

por los sitios BamHI y NruI. 

Este 

trabajo 

pTZ18r 
Vector de clonación en E. coli con marcador 

lacZ, ampR. 

Mead et 

al., 1986 

pZ3A2T 
Gen Rv3763 con la sustitución T34-36A 

clonado en pTZ18r. 

Este 

trabajo  

pZ3T2A 
Gen Rv3763 con la sustitución T40-41A 

clonado en pTZ18r. 

Este 

trabajo  

pZ3A2A 

Gen Rv3763 con la sustitución del cluster de 

5 treoninas por alaninas (T34-36,40-41A) 

clonado en pTZ18r. 

Este 

trabajo  
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pZ3A2TH 
Gen Rv3763 completo con la sustitución 

T34-36A + 6His, clonado en pTZ18r. 

Este 

trabajo 

pZ3T2AH 
Gen Rv3763 completo con la sustitución 

T40-41A + 6His, clonado en pTZ18r. 

Este 

trabajo 

pZ3A2AH 

Gen Rv3763 completo con la sustitución del 

cluster de cinco treoninas por alaninas (T34-

36,40-41A) + 6His clonado en pTZ18r. 

Este 

trabajo 

pIJ6021 
Vector de expresión KanR inducible con 

tioestreptón, alto número de copias. 

Takano et 

al., 1995 

pIJ6021+3763 Gen Rv3763+6His clonado en pIJ6021. 
Este 

trabajo  

pIJS43AH 
Gen Rv3763 con la sustitución S43A + 6His 

clonado en pIJ6021. 

Este 

trabajo  

pIJ3A2TH 
Gen Rv3763 con la sustitución T34-36A + 

6His clonado en pIJ6021. 

Este 

trabajo  

pIJ3T2AH 
Gen Rv3763 con la sustitución T40-41A + 

6His clonado en pIJ6021. 

Este 

trabajo  

pIJ3A2AH 

Gen Rv3763 con la sustitución del cluster de 

cinco treoninas por alaninas (T34-36,40-41A) 

+ 6His clonado en pIJ6021. 

Este 

trabajo  

 

 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la mutagénesis dirigida y para 

secuenciación. 

Oligonucleótido Secuencia  

Rv3763HQCHSAFor FWD 5’- GGCAGGCACGACGGCAGCCCCCGGCGCCGC- 3’ Producto de 

QuikChange  

pUCS43AH Rv3763HQCHSARev REV 5’- GCGGCGCCGGGGGCTGCCGTCGTGCCTGCC- 3’ 

6021NdeI FWD 5´- GCTTGCACCTCACGTCAC-3´. 
Para 

secuenciar 

genes 

clonados en 

pIJ6021 
6021EcoRI REV 5´-CACTCCGCTGAAACTGTTGA-3´ 
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6.2 Predicción de sitios de glicosilación en LpqH 

 

La secuencia de la proteína LpqH disponible en la base de datos TubercuList 

(http://tuberculist.epfl.ch/quicksearch.php?gene+name=rv3763) fue sometida a 

una búsqueda de motivos con el programa MOTIF Search (disponible en línea: 

http://www.genome.jp/tools/motif/) a partir del motivo consenso de glicosilación 

generado por Smith et al. (2014), pero acotado a solamente cinco aminoácidos 

a cada lado del sitio de glicosilación, es decir: 

[AGSDPTEIV]-[APTDEGIKLNSV]-[TAGPVIMQR]-[TAPSDKLMV]-[APTDHKQ]-

[TS]-[PDTAMN]-[TDPQRSAFGIV]-[PTDKVAENQRS]-[APSEGINQRT]-

[TAIPCDFGLQRSY].  

Como se observa, este motivo es más corto que el original ya que el uso del 

motivo completo no permite la predicción de la proteína de 19 kDa. Se encontró 

el motivo AGTTASPGAAS en la posición 38-48 y con este resultado, se sometió 

a análisis a la proteína por el software de predicción de glicosilación NetOGlyc 

3.1 y NetOGlyc 4.0 model for prediction of O-glycosylation (disponible en línea: 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) (Steentoft et al., 2013), con el objetivo 

de seleccionar los residuos de aminoácido que tuviesen una alta probabilidad de 

estar glicosilados para posteriormente sustituirlos. 

 

 

6.3 Mutagénesis dirigida del sitio en Rv3763 que codifica para la Serina 43 

para su sustitución por Alanina 

 

Para realizar la mutagénesis dirigida in vitro de la serina 43 (que tiene un alto 

puntaje como probable sitio de glicosilación y que fue detectada mediante la 

búsqueda con el programa MOTIF search) se utilizó el protocolo QuikChange 

para el cual se diseñaron los oligos de la Tabla 3. 

Se utilizó como templado para la síntesis pUC18Rv3763H que contiene la 

secuencia del gen Rv3763 modificada para añadir una etiqueta de seis histidinas 

para posteriormente purificar la proteína por cromatografía de afinidad a Ni.  

El protocolo QuikChange se realizó bajo las siguientes condiciones: 95°C/ 30 

segundos, (95°C/ 30 segundos, 55° C/ 1 minuto, 68° C/ 5 minutos) x12 ciclos 

(Agilent Technologies, 2015). El producto de la síntesis se digirió con DpnI a 

http://tuberculist.epfl.ch/quicksearch.php?gene+name=rv3763
http://www.genome.jp/tools/motif/
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37°C durante 2 horas para eliminar el DNA templado metilado sin mutaciones y 

se transformó en la cepa de E. coli DH5α mediante electroporación de células 

electrocompetentes a 1.6 kV. De las colonias transformantes obtenidas se 

realizaron minipreparaciones de DNA de plásmido (Arista, 2016). Este plásmido 

se analizó por restricción para identificar las construcciones correctas de acuerdo 

con el patrón esperado, y confirmarlas mediante secuenciación en la Unidad de 

Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, UNAM. A partir de la 

secuenciación, se confirmó que la construcción tenía el gen y la mutación 

correcta. 

 

 

6.4 Construcción del gen Rv3763 con las mutaciones T34-36A, T40-41A y 

T34-36,40-41A y la etiqueta de seis histidinas 

 

Inicialmente se intentaron introducir las mutaciones 3A2T, 3T2A y 3A2A 

mediante el método de QuikChange o mediante PCR. Sin embargo, no se 

pudieron obtener las mutaciones, a pesar de purificar los oligonucleótidos 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y de realizar múltiples intentos 

modificando las temperaturas de alineamiento de estos, ya que la secuencia al 

sustituir los codones consecutivos de las treoninas por codones para alanina 

(GCC y GCG) resultó muy rica en G+C, lo que seguramente aumentaba el 

alineamiento inespecífico entre oligonucleótidos y templado. Por lo anterior, se 

decidió mandar sintetizar el fragmento del gen que contiene las mutaciones. Para 

esto, se utilizó la herramienta de síntesis in vitro de los fragmentos de la 

compañía GeneArtTM de InvitrogenTM (disponible en línea: 

https://www.thermofisher.com/mx/en/home/life-science/cloning/gene-

synthesis/geneart-gene-synthesis.html), que supera a la clonación tradicional por 

ser más rápida, precisa y efectiva ya que permite obtener la secuencia de interés 

de manera exacta. Con el fin de ahorrar costos, se mandó sintetizar solamente 

la secuencia desde el inicio del gen, el cual fue precedido de un sitio para la 

enzima BamHI, hasta un sitio interno único para la enzima NruI (Fig. 5). 

 

 

https://www.thermofisher.com/mx/en/home/life-science/cloning/gene-synthesis/geneart-gene-synthesis.html
https://www.thermofisher.com/mx/en/home/life-science/cloning/gene-synthesis/geneart-gene-synthesis.html
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Figura 5. Secuencia del fragmento del gen Rv3763 que se utilizó para la síntesis del gen con 

las sustituciones de treoninas por alaninas 3A2T, 3T2A y 3A2A donde se resaltan en verde los 

sitios de restricción BamHI y Asp718I que se utilizaron para la clonación en pTZ18r, en morado 

el sitio de NdeI utilizado para la clonación en el vector multicopia pIJ6021, en anaranjado el sitio 

interno único para la enzima NruI utilizado para la complementación del gen que incluye la 

etiqueta de histidinas. En recuadros rojos se marcan las sustituciones de treonina por alanina 

realizadas en los genes sintéticos, en un recuadro azul la serina que tiene un alto puntaje de 

glicosilación y que coincide con el motivo de glicosilación. 

 

Posteriormente, se reconstruyó el gen completo con las diferentes mutaciones 

mediante la ligación de los fragmentos obtenidos a partir de la digestión con las 

enzimas BamHI y Asp718I de los genes sintéticos y el vector pTZ18r, y su 

subsecuente transformación en la cepa DH5α y la selección de plásmidos 

recombinantes por alfa-complementación utilizando IPTG y X-gal. 

Con el fin de añadir la etiqueta de seis histidinas en el extremo C-terminal, se 

realizó una doble digestión con NruI y EcoRI de las construcciones del gen 

Rv3763 con las diferentes mutaciones clonado en el vector pTZ18r y del 

plásmido pUC18 con el gen silvestre que contiene la etiqueta de seis histidinas 

proveniente de la cepa de E. coli IBEC58 debido a que la enzima NruI es sensible 

a metilación, los fragmentos obtenidos se ligaron con T4 DNA ligasa (Fig. 6). 
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Figura 6. Construcciones realizadas para la complementación del gen Rv3763 con las 

mutaciones 3A2T, 3T2A y 3A2A con la etiqueta de seis histidinas. Se muestra en cada 

plásmido únicamente los sitios de restricción importantes para este trabajo; en verde obscuro el 

plásmido que contiene los genes sintéticos con las sustituciones de Thr por Ala, en morado el 

vector Ptz18r, en verde claro el plásmido pUC18 con el gen Rv3763 y la etiqueta de 6 His en rojo 

y en azul el gen Rv3763. 
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6.5 Clonación del gen Rv3763 con las mutaciones S43A, 3A2T, 3T2A y 3A2A 

en el vector multicopia pIJ6021 

 

Debido a que S. lividans 1326 acepta con baja frecuencia el DNA metilado, se 

transformó por electroporación la cepa de E. coli IBEC58, que carece de los 

sistemas de metilación de DNA (González-Cerón et al., 2009), con los distintos 

plásmidos que llevan al gen Rv3763 modificado por las diferentes mutaciones. 

Los plásmidos no metilados se purificaron y digirieron con NdeI y EcoRI, al igual 

que el vector pIJ6021. Los fragmentos correspondientes a las distintas versiones 

del gen Rv3763, así como el vector, se purificaron después de realizar 

electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusión (LMP) al 0.6% y se 

realizó la reacción de ligación con T4 DNA ligasa toda la noche a temperatura 

ambiente. 

 

 

6.6 Transformación de la cepa 1326 de S. lividans con los plásmidos 

pIJS43AH, pIJ3A2TH, pIJ3T2AH y pIJ3A2AH 

 

Se transformaron protoplastos de S. lividans 1326 con los plásmidos pIJS43AH, 

pIJ3A2TH, pIJ3T2AH y pIJ3A2AH (Arista, 2016).  De las colonias transformantes 

aisladas se tomaron seis y se homogenizaron por separado en 100 µl de agua 

para sembrarlas en sectores en cajas con medio sólido MS (manitol-soya) + 

kanamicina (50 µg/ml) que se incubaron a 30°C. Una vez esporuladas las cepas, 

se cosecharon y se inocularon en medio LB+azúcar al 25% con kanamicina y se 

realizaron minipreparaciones de DNA plasmídico de cada sector (Arista, 2016), 

el cual se analizó por restricción con la enzima KpnI, con la que se esperaba un 

patrón de dos bandas, una de 2,269 pb y otra de 6,391 pb, mientras que el vector 

sin inserto contiene tres sitios de corte para la enzima, que dan tres bandas de 

561 pb, 1,263 pb y 6,391 pb. Las construcciones correctas se reintrodujeron por 

transformación a S. lividans 1326 y se sembraron en cajas de MS con 

kanamicina para obtener crecimiento confluente, dando lugar a un tapete de 

micelio esporulado después de una semana de incubación a 30°C. 

Posteriormente, las esporas se cosecharon con ayuda de agua destilada estéril, 
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se filtraron por algodón para eliminar los fragmentos de micelio, se centrifugaron 

a 3,500 rpm por 10 minutos y se lavaron con agua para ser resuspendidas en un 

volumen pequeño de glicerol al 20% y almacenadas a -20°C. 

 

 

6.7 Expresión de la proteína LpqH 

 

Se tomaron de 100 a 500 µl de una preparación densa de esporas para inocular 

10 ml de medio YT2X, el cual fue incubado a 37° C en agitación durante 4 a 6 

horas para lograr la germinación. Con las esporas germinadas se inocularon 100 

ml de medio LB+sacarosa al 25% con kanamicina [50µg/ml], en un matraz de 

500 ml y se incubaron durante 16 h a 30°C y en agitación constante. 

Posteriormente, para inducir la expresión de la proteína cuyo gen se encuentra 

bajo el control del promotor PtipA en el vector pIJ6021, se añadió tioestreptón a 

una concentración final de 5 µg/ml y se continuó la incubación durante 36 a 40 h 

a 30°C con agitación. 

Al terminar la incubación se centrifugó el cultivo a 8,000 rpm por 10 minutos y se 

almacenó el pellet a -70°C. 

 

 

6.8 Fraccionamiento celular 

 

La proteína LpqH es una lipoproteína que se encuentra anclada a la membrana, 

por lo que fue necesario separar las células del medio de cultivo, sonicar las 

células para lisarlas y fraccionar para separar los elementos de la membrana del 

citoplasma, pared celular y otros componentes celulares. Se lavó el pellet de 

micelio con 100 ml de Tris 20 mM, pH 8.0 y se incubó a -70°C durante 2 horas 

para facilitar el posterior rompimiento de las células. Se resuspendió en buffer 

para sonicar (Tris 50 mM, MgCl2 5 mM, DTT 4mM, pH 8.0, al que se añadió una 

pastilla inhibidora de proteasas (complete de Roche™) y 0.5 μl de RNAsa, y se 

sonicó con 30 pulsos de 20 segundos cada uno. 

El extracto total se centrifugó a baja velocidad (7,000 rpm) por una hora a 4°C y 

el sobrenadante se ultracentrifugó a 33,000 rpm por una hora a 4°C. El pellet se 

lavó con Tris 20 mM, NaCl 50 mM, pH 8.0 con una pastilla inhibidora de 
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proteasas y se recentrifugó a 33,000 rpm por 30 minutos a 4°C. Finalmente el 

pellet se resuspendió en 1 ml de buffer para sonicar (Arista, 2016). 

 

 

6.9 Purificación de proteínas por afinidad a niquel 

 

Las diferentes versiones de la proteína LpqH estudiadas en este trabajo 

contenían una etiqueta de seis histidinas en el extremo C-terminal, lo que 

permitió su purificación por cromatografía de afinidad a níquel. Esto se realizó en 

un equipo de FPLC ÄktaPrime Plus, con una columna HisTrap HP de 1ml 

acoplada (GE Healthcare™) (López-Portillo, 2016). 

Para inyectar la muestra en el equipo, la fracción membranal se solubilizó 

mediante tratamiento con el detergente LDAO al 2% durante 1 h en agitación 

constante a temperatura ambiente, seguido de centrifugación a 14,000 rpm por 

30 min. El sobrenadante se colectó y se filtró a través de un filtro de 0.45 μm 

previo a la inyección en el equipo de FPLC (Arista, 2016). El buffer utilizado para 

la cromatografía fue Tris 20 mM, pH 8.0 con 20mM imidazol, y la proteína LpqH 

fue eluida con un gradiente de 20mM a 500 mM de imidazol en el mismo buffer. 

 

 

6.10 Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 

 

Las proteínas de las fracciones colectadas a partir de la purificación por FPLC 

se analizaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). La concentración de poliacrilamida fue 

12% con un grosor de 1.5 mm. Se utilizó un marcador de peso molecular 

(Precision Plus Protein ™ Dual Color Standards; BioRad Cat. #161-0374), un 

control positivo que es la proteína LpqH silvestre (purificada y proporcionada por 

el M. en C. Isaí Arista) y un control negativo que es la proteína LpqH silvestre 

purificada de una cepa de S. lividans mutante que carece de la O-

manosiltransferasa de proteínas (Δpmt) y que, por lo tanto, es incapaz de 

glicosilar proteínas. Para su visualización las proteínas se tiñeron con azul 

brillante de Coomassie R-250 (López-Portillo, 2016). 
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6.11 Transferencia de proteínas a membrana PVDF 

 

Para los ensayos de Western blot, las proteínas se transfirieron de los geles de 

poliacrilamida a membranas de PVDF (Immobilon P), en una cámara húmeda 

(Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell; BioRad™). La transferencia se 

realizó durante 14 horas a 12 mA en buffer Tris-Glicina (glicina 1.4%, Tris 0.3% 

y metanol 20%) (López-Portillo, 2016). 

 

 

6.12 Inmunodetección de proteínas 

 

Las membranas de PVDF con las proteínas inmovilizadas se bloquearon con 

TBS-Tween 20 al 0.05% en leche descremada en polvo al 5% por un mínimo de 

dos horas. Posteriormente se incubaron con anticuerpo primario anti-his 

(Pierce™ 6x-His Epitope Tag Antibody. Cat. #MAI-21315) en dilución 1:4,000 por 

2 horas. Se lavó después la membrana con agua y con TBS-Tween 20 y se 

adicionó buffer de bloqueo con anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado 

con peroxidasa (Sigma™ Anti- Mouse IgG- (whole molecule)- Peroxidase 

Antibody. Cat. #A4416) en dilución 1:1,000. Se concluyó el ensayo utilizando el 

Kit de quimioluminiscencia (BM Chemiluminiescence Blotting Substrate (POD) 

de Roche™) para revelar y detectar las proteínas (Arista, 2016). 

 

 

6.13 Determinación del estado de glicosilación de LpqH por reconocimiento 

con concanavalina A 

 

Con el fin de detectar la glicosilación de las proteínas, se bloquearon las 

membranas de PVDF con TBS-BSA (albúmina sérica bovina, fracción V) al 1% 

durante 2 horas. Posteriormente, se incubó con TBS adicionado con 

concanavalina A acoplada con peroxidasa (Sigma™ Concanavalina A-

Peroxidasa. Cat. #L6397), en una dilución 1:1,000, con 1 mM de MgCl2, 1 mM 

de CaCl2 y 1 mM de MnCl2 durante 14 horas y se lavó con TBS 1X. Finalmente, 

la detección se realizó con el kit de quimioluminiscencia (BM 
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Chemiluminiescence Blotting Substrate (POD) de Roche™) para revelar y 

detectar las proteínas (Arista, 2016). 

 

 

 

7. Resultados y discusión 

 

 

7.1 Identificación y selección de probables sitios de glicosilación en LpqH 

 

Previamente, López-Portillo (2016) realizó una búsqueda con el motivo completo 

proveniente del análisis de los sitios de O-manosilación de glicoproteínas en M. 

tuberculosis (Smith et al., 2014) sobre todas las lipoproteínas del genoma de 

Streptomyces coelicolor, con el fin de intentar predecir las proteínas glicosiladas 

de este organismo. Sin embargo, no se encontraron proteínas que mostraran 

coincidencias con el motivo completo, aunque, sí se encontraron coincidencias 

cuando el motivo se recortaba a solamente seis aminoácidos a cada lado del 

sitio probable de glicosilación. Con el fin de determinar los sitios con mayor 

probabilidad de ser glicosilados en la proteína LpqH de M. tuberculosis, se realizó 

un análisis de la secuencia de aminoácidos de esta proteína utilizando el 

software “MOTIF search” (disponible en línea: 

http://www.genome.jp/tools/motif/). Para hacer la búsqueda se utilizó el mismo 

motivo previamente recortado: 

[AIPSVDEGKLM]-[AGSDPTEIV]-[APTDEGIKLNSV]-[TAGPVIMQR]-

[TAPSDKLMV]-[APTDHKQ]-[TS]-[PDTAMN]-[TDPQRSAFGIV]-

[PTDKVAENQRS]-[APSEGINQRT]-[TAIPCDFGLQRSY]-[PRTADEFHMN] 

Al igual que en el trabajo de López Portillo (2016), este motivo está basado en el 

reportado por Smith et al., (2014), limitándolo solamente a seis aminoácidos a 

cada lado del probable sitio de glicosilación (marcado con negritas). MOTIF 

search no fue capaz de detectar con el motivo recortado un probable sitio de 

glicosilación sobre la secuencia de la proteína LpqH, por lo que tuvo que 

recortarse todavía más, a solamente cinco posiciones a cada lado de la posición 
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central de serina o treonina. Esto permitió encontrar probables sitios de 

glicosilación en la secuencia de LpqH (Fig. 7), quedando de la siguiente manera:  

[AGSDPTEIV]-[APTDEGIKLNSV]-[TAGPVIMQR]-[TAPSDKLMV]-[APTDHKQ]-

[TS]-[PDTAMN]-[TDPQRSAFGIV]-[PTDKVAENQRS]-[APSEGINQRT]-

[TAIPCDFGLQRSY] 

 

 

 

Figura 7. Motivo de glicosilación recortado. El motivo de O-glicosilación indica una alta 

probabilidad de prolina y alanina hidrofóbicas intercaladas con algunas treoninas hidrofílicas 

alrededor del sitio de glicosilación. En el recuadro se observan las 11 posiciones utilizadas para 

generar el motivo con el cual se detectan posibles sitios de glicosilación en LpqH. Modificado de 

Smith et al. (2014). 

 

Con este motivo de once aminoácidos se encontró la secuencia 

AGTTASPGAAS, correspondiente a las posiciones 38-48 cercanas al extremo 

N-terminal de la proteína madura, colocando a la serina central de la secuencia 

(Ser43) como el sitio de glicosilación más probable en la proteína LpqH. Es 

importante mencionar que el uso del motivo recortado no encontró a los 

aminoácidos que habían sido reportados con anterioridad como probables sitios 

de glicosilación. Es decir, las treoninas localizadas entre las posiciones 33 y 41. 

Adicionalmente al análisis con el programa MOTIF, se analizó la secuencia de la 

proteína madura utilizando el software de predicción de glicosilación NetOGlyc 

3.1, posteriormente, con el software NetOGlyc 4.0. En NetOGlyc 3.1 el puntaje-

G pertenece al mejor predictor general mientras que el puntaje-I es el del mejor 

predictor del sitio aislado. Si el puntaje-G es >0.5, el residuo se predice como 
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glicosilado, cuanto más alto sea, más confiable será la predicción. En el caso de 

las treoninas, se debe considerar adicionalmente el puntaje-I, si el puntaje-G es 

<0.5, si el puntaje-I es >0.5 y no hay sitios aledaños predichos (con una distancia 

de menos de 10 residuos), también se predice como un residuo glicosilado. En 

NetOGlyc 4.0 sólo los sitios con puntajes superiores a 0.5 se predicen como 

glicosilados y se anotan como "#POSITIVO" en los comentarios (Steentoft et al., 

2013).  

Con las dos herramientas se encontraron 13 probables sitios de glicosilación 

diferentes, con distintos puntajes en ambos servidores (Fig. 8). Se encontró 

paridad entre algunos de los puntajes más altos con la probable secuencia de 

glicosilación AGTTASPGAAS. En NetOGlyc 3.1 se encontró paridad entre el 

motivo y los residuos Thr40 y Thr41, cuyos puntajes-G van de 0.694 a 0.697; Ser43 

y Ser48 con puntajes de 0.565 y 0.522, respectivamente. En NetOGlyc 4.0 se 

encontró paridad con los mismos residuos, pero con puntajes distintos, Thr40 con 

0.936417, Thr41 con 0.952175, Ser43 con 0.90923 y Ser48 con 0.5 (Fig. 8). Es 

importante mencionar que, aunque tanto NetOGlyc 3.1 como NetOGlyc 4.0 

predicen a la Ser43 como sitio de glicosilación, existen otros aminoácidos 

cercanos con un puntaje mayor, como son las Thr40 y Thr41, aunque estos 

residuos no hubieran sido predichos directamente por el programa MOTIF como 

el sitio donde ocurre la glicosilación. 

El análisis con los predictores NetOGlyc mostró que también existen otros sitios 

probables de glicosilación. Los puntajes más altos corresponden a Thr34 (0.703), 

Thr35 (0.741) y Thr36 (0.728) y son incluso mayores a los de Ser43. 

Adicionalmente, hay otros residuos con puntajes mayores a 0.5 de acuerdo con 

NetOGlyc 3.1, como son Ser27 (0.501), Thr28 (0.623), Thr29 (0.661), Ser31 (0.593), 

Thr157 (0.593) y Ser159 (0.541). Por otro lado, con NetOGlyc 4.0 tienen puntajes 

notablemente altos los residuos Ser27 (0.801881), Thr28 (0.928446), Thr29 

(0.832214), Ser31 (0.937942), Thr34 (0.937693), Thr35 (0.985754) y Thr36 

(0.979309), mientras que Thr157 y Ser159 ya no se predicen como sitios de 

glicosilación con esta versión del software. Adicionalmente, se encuentran los 

residuos Ser23 (0.521305) y Ser24 (0.6097221) con puntajes relativamente bajos 

(Fig. 8) 
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En el estudio de mutagénesis de la proteína LpqH de Hermann et al. (1996) se 

describieron como sitios probables de glicosilación a las cinco treoninas que se 

encuentran en las posiciones 34-36 y 40-41. Dentro del motivo de glicosilación 

únicamente se encuentran los residuos Thr40 y Thr41 que tienen una alta 

probabilidad de glicosilación. Sin embargo, el llamado triplete de treoninas (Thr34-

36) que tiene puntajes-G mayores a 0.7 en NetOGlyc 3.1 y en NetOGlyc 4.0 de 

0.924358 (Thr34), 0.985754 (Thr35) y 0.979309 (Thr36), notablemente más altos 

que los del doblete de treoninas (Thr40-41), no se encuentra dentro del motivo de 

glicosilación acotado. El análisis mutacional que se realiza en este trabajo podría 

ayudar a vislumbrar si el motivo de glicosilación descrito por Smith et al. (2014) 

que se propone para describir los sitios de glicosilación en proteínas de Mtb es 

realmente eficiente para predecir sitios de glicosilación, ya que los puntajes de 

NetOGlyc parecen indicar que la glicosilación puede darse con mayor 

probabilidad en otros sitios fuera del logo de secuencia, y si estos sitios con alta 

probabilidad de glicosilación que se ajustan al motivo realmente participan en la 

O-manosilación de la proteína.  

 

Figura 8. Análisis de la proteína LpqH con la herramienta NetOGlyc. A la izquierda la versión 

3.1; a la derecha la versión 4.0. En un cuadro verde se encierra el triplete de treoninas (Thr34-36), 
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en un cuadro azul el doblete (Thr40-41), en rojo la serina Ser43; todas éstas con altos puntajes. 

Entre corchetes se encierra el cluster de 5 treoninas con alta probabilidad de glicosilación. 

 

7.2 Mutagénesis múltiple del gen Rv3763, para introducir los cambios S43A, 

T34-36A, T40-41A y T34-36,40-41A en la proteína LpqH 

 

Como se mencionó en la sección anterior, el único sitio predicho por el motivo 

de glicosilación modificado de Smith et al. (2014) corresponde a la Ser43. 

Adicionalmente se tiene el antecedente de que cinco treoninas (Thr34-36, Thr40,41) 

podrían participar en la glicosilación de LpqH (Hermann et al., 1996), aunque a 

la fecha en que se inició el presente trabajo no se había demostrado que 

estuvieran glicosiladas. Una posibilidad es que estas cinco treoninas fueran 

importantes sólo como parte del dominio de glicosilación, pero que el aminoácido 

glicosilado fuera únicamente la Ser43. Otra posibilidad es que efectivamente una 

o varias de las treoninas estuvieran glicosiladas. En este sentido es importante 

mencionar que el estudio proteómico de Smith et al. (2014) mostró que la 

mayoría de los sitios de glicosilación corresponden a treoninas. Por ejemplo, en 

el único estudio previo donde se analizó una glicoproteína en detalle (Dobos et 

al., 1995), sólo se identificaron treoninas como sitios de glicosilación en el 

antígeno de M. tuberculosis de 45 kDa. Con el fin de resolver si solamente la 

Ser43, que es predicha por el motivo de glicosilación y tiene un puntaje alto en 

NetOGlyc, es el único sitio de glicosilación; se decidió realizar mutagénesis de 

sitio dirigido dentro del gen Rv3763 mediante QuikChange, con el fin de cambiar 

este residuo por una alanina que tiene una estructura similar que no afecta el 

plegamiento de la proteína, es decir, un cambio LpqHS43A.  

Adicionalmente, y con el fin de resolver si las treoninas se encuentran también 

glicosiladas, se realizaron mutaciones múltiples en el gen Rv3763, para cambiar 

el doblete de treoninas Thr40-41 por alaninas (a esta le llamamos LpqH3T2A), el 

triplete de treoninas Thr34-36 por alaninas (LpqH3A2T) y las cinco treoninas por 

alaninas (LpqH3A2A). Para este proceso se mandaron sintetizar los fragmentos 

que contienen las mutaciones, que comprenden desde el codón de inicio del gen 

Rv3763 hasta el sitio único interno de NruI, posteriormente, se regeneró el gen 

completo en todas las versiones mutantes (ver Materiales y Métodos). Todas las 
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versiones, tanto la versión silvestre de la proteína LpqH como las versiones 

mutantes, poseen una etiqueta de seis histidinas en el extremo carboxilo terminal 

(Fig. 9).  

Todas estas construcciones fueron clonadas en el vector de expresión pIJ6021, 

y se secuenciaron con los oligonucleótidos 6021NdeI y 6021EcoRI (Tabla 3) 

para confirmar que la secuencia fuera correcta. 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 9. Secuencia del gen Rv3763 con el péptido señal subrayado en verde, el lipobox 

encerrado en morado, los residuos predichos por ambas versiones de NetOGlyc encerrados en 

azul, los residuos de treonina y serina seleccionados para la mutagénesis señalados con flechas 

y la etiqueta de histidinas subrayada en naranja. 

 

 

7.3 Expresión y glicosilación de la proteína LpqH silvestre y sus variantes 

 

Para los experimentos de expresión de las diferentes formas de la proteína LpqH, 

se utilizó la cepa silvestre 1326 de S. lividans, la cual se transformó con los 

plásmidos recombinantes. Se obtuvieron preparaciones densas de esporas que 

se utilizaron para inocular cultivos de 400 ml de medio LB líquido con sacarosa 

al 25%; la expresión de las diferencias versiones del gen Rv3763 se indujo con 

tioestreptón, y después de 36 horas se colectó el micelio por centrifugación, 
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posteriormente, éste se lisó por sonicación, para obtener el extracto total. A partir 

de este se obtuvo la fracción membranal por ultracentrifugación como se 

describe en materiales y métodos, ya que en dicha fracción es donde se 

encuentra LpqH, al tratarse de una lipoproteína. A partir de la fracción 

membranal, las diferentes versiones de la proteína LpqH fueron purificadas por 

cromatografía de afinidad a níquel en un equipo de FPLC Äkta Prime plus. En 

todos los casos se seleccionó la fracción que se encontraba más enriquecida en 

proteína LpqH. Las diferentes versiones puras de la proteína LpqH (S43A, 3A2T, 

3T2A, 3A2A) se cuantificaron y se analizaron 2 µg de cada muestra en un gel 

desnaturalizante de poliacrilamida al 12% con SDS, el cual se tiñó con azul de 

Coomassie. Adicionalmente, se incluyeron en el gel tanto la proteína silvestre 

purificada de la cepa S. lividans 1326, como control positivo, y la proteína 

silvestre pero purificada de una mutante Δpmt de S. lividans como control 

negativo, ya que dicha mutante es incapaz de glicosilar proteínas (Fig. 10). 

Ambas proteínas fueron proporcionadas por el M. en C. Isaí Arista. 

Se puede observar que la proteína LpqH expresada a partir de la cepa de S. 

lividans Δpmt, que es incapaz de glicosilar proteínas y tiene un peso molecular 

aparente menor al de las otras versiones de la proteína (Fig. 10, carril 6). Ésta 

corresponde a la masa teórica de la proteína sin péptido señal (13.2 kDa), la cual 

aumenta aproximadamente 800 Da adicionales por la presencia de los lípidos: 

un diacilglicerol y una cadena de acilo adicional (Arista, 2016). Por otro lado, la 

proteína LpqH silvestre muestra un peso molecular aparente mayor a la versión 

no glicosilada (Fig. 10, carril 1), lo que se puede atribuir a la presencia de 

azúcares (Arista, 2016). Es importante observar que la proteína LpqH silvestre y 

la LpqHS43A comigran, lo que indica que S43A se glicosila de manera 

prácticamente igual a la proteína silvestre (Fig. 10, carril 2). La proteína 

LpqH3T2A (Fig. 10, carril 4) se observa con un peso molecular ligeramente 

menor que el de LpqH silvestre pero mayor a la proteína sin glicosilar. Esto indica 

que, aunque existe glicosilación en la proteína, ésta es menor que la silvestre. A 

su vez, esto sugiere un menor número de residuos de manosa. En el caso de la 

proteína LpqH3A2T (Fig. 10, carril 3) la migración es intermedia entre LpqH3T2A 

y LpqH sin glicosilar, lo que indica que sí está glicosilada, pero con un menor 

número de manosas que la LpqH3T2, por lo tanto, que la proteína LpqH silvestre. 

La proteína LpqH con las cinco treoninas sustituidas por alaninas, es decir la 
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versión LpqH3A2A (Fig. 10 carril 5) tiene un corrimiento similar a la proteína sin 

glicosilar. Lo anterior sugiere que la proteína LpqH se glicosila principalmente en 

las treoninas, y que la ausencia de la Ser43 prácticamente no afecta la 

glicosilación. Sin embargo, para poder demostrar las diferencias en glicosilación 

directamente, se optó por realizar un ensayo de Western blot detectando la 

presencia de manosas con la lectina concanavalina A (ConA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie de la proteína LpqH, donde se muestra 

la diferencia de peso molecular de las proteínas LpqH que contienen la etiqueta de 6 histidinas 

expresadas en S. lividans: LpqH silvestre control positivo (WT) (carril 1), LpqHS43A (carril 2), 

LpqH3A2T (carril 3), LpqH3T2A (carril 4), LpqH3A2A (carril 5) y LpqH purificada de la cepa 

mutante Δpmt control negativo (carril 6). “M” indica el marcador de peso molecular.  

 

Adicionalmente, para confirmar que las proteínas purificadas por cromatografía 

de afinidad a níquel (que se muestran en la Fig. 10) efectivamente corresponden 

a la proteína LpqH, se realizó un inmunoblot usando un anticuerpo comercial 

anti-histidinas (Fig. 11). Como se observa, este experimento confirmó que las 

bandas efectivamente corresponden a las diferentes versiones de la proteína 

LpqH. 

Control+                  Control- 
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Figura 11. Western blot con anticuerpos anti-Histidinas de la proteína LpqH, donde se 

muestran las proteínas purificadas que contienen la etiqueta de 6 histidinas: LpqH silvestre 

control positivo (WT) (carril 1), LpqHS43A (carril 2), LpqH3A2T (carril 3), LpqH3T2A (carril 4), 

LpqH3A2A (carril 5) y LpqH purificada de la cepa Δpmt control negativo (carril 6). 

 

Finalmente, en la Figura 12 se presenta un Western blot donde las proteínas 

fueron detectadas mediante la lectina ConA, donde es posible observar que las 

sustituciones individuales S43A, 3A2T y 3T2A (Fig. 12, carriles 2, 3 y 4; 

respectivamente) no eliminan la unión de la ConA. Esto indica que dichas 

versiones de la proteína LpqH se siguen glicosilando, aunque aparentemente las 

proteínas LpqH3A2T y LpqH3T2A lo hagan en un menor grado, debido a las 

diferencias observadas en el corrimiento electroforético en comparación con 

LpqH silvestre (Fig. 10, carriles 3 y 4). 

 

 

Control+                  Control- 
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Figura 12. Western blot con ConA de la proteína LpqH, a) Placa con un tiempo de exposición 

de aproximadamente 2 minutos. b) Placa sobreexpuesta con un tiempo de exposición de 

aproximadamente 10 minutos. Se muestran las diferentes versiones de la proteína LpqH:  LpqH 

silvestre (WT) (carril 1), LpqHS43A (carril 2), LpqH3A2T (carril 3), LpqH3T2A (carril 4), LpqH3A2A 

(carril 5), LpqH purificada de la cepa Δpmt (carril 6). “M” indica el marcador de peso molecular, 

en el cual la ovoalbúmina es detectada también por la ConA.  

 

La proteína LpqH3A2A, que carece de las cinco treoninas no fue detectada en el 

Western blot con ConA, cuando la placa se expuso el tiempo de exposición 

necesario para la detección de las otras versiones de la proteína (Fig. 12a, carril 

5). Esto evidencia que prácticamente todos los azúcares son unidos a las 

treoninas que fueron eliminadas en la versión 3A2A. Sin embargo, en la placa 

con un tiempo de exposición prolongado sí se detectó una muy leve señal (Fig. 

12b, carril 5) que no fue detectada en la proteína purificada de la cepa Δpmt. 

Esto podría indicar que sí hay sitios de glicosilación presentes que no 

corresponden a las cinco treoninas que fueron eliminadas. Pudiera tratarse de la 

Ser43, o bien, de otros sitios fuera del motivo de glicosilación que podrían ser 

aquellos que tuvieron un puntaje alto en NetOGlyc, tal como S31 que está cerca 

del motivo de glicosilación y tiene una probabilidad muy alta de estar glicosilada, 

aún mayor a la de T34 o a la de S48 o S43, que, a pesar de estar dentro del motivo, 

tiene un puntaje bajo. Sin embargo, es evidente que la glicosilación ocurre con 

mucho menor probabilidad en dicho sitio, ya que la reacción es muy débil. 
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Al iniciar este trabajo, la única información sobre los sitios de glicosilación en la 

proteína LpqH correspondían al trabajo de Hermann et al. (1996), donde no se 

hicieron diferentes mutaciones a los clusters de treoninas cerca del extremo N-

terminal, que corresponden a los analizados en el presente trabajo. Sin embargo, 

no era claro si el efecto observado se debía a que dichos aminoácidos eran 

glicosilados directamente, o si más bien alteraban la glicosilación indirectamente. 

Esta última posibilidad se hacía más relevante en función del estudio 

glicoproteómico de Smith et al. (2014) en donde se obtuvo un consenso de los 

aminoácidos que rodean al sitio de glicosilación, muchos de los cuales son a su 

vez treoninas. Recientemente, Parra et al. (2017) publicó un estudio muy 

detallado en el que se analiza mediante espectrometría de masas de alta 

resolución a la proteína LpqH purificada y expresada a partir de M. smegmatis. 

En dicho trabajo se demuestra claramente que, la glicosilación de la lipoproteína 

LpqH en M. smegmatis ocurre secuencialmente en cuatro de los cinco sitios de 

glicosilación sugeridos previamente en el trabajo de Hermann et al. (1996) que 

son Thr34, Thr35, Thr36 y Thr41; y en dicho trabajo también se sugiere que la 

glicosilación no se distribuye al azar, sino que es progresiva debido a la 

accesibilidad desigual de los sitios de glicosilación para la Pmt. La disminución 

de peso molecular de 1-2 kDa observada en el SDS-PAGE de la proteína 3A2A 

(Fig. 10, carril 5) y la prácticamente nula reacción con la ConA de la misma (Fig. 

12a, carril 5) es consistente con la pérdida de residuos de carbohidratos 

asociados a los clusters de treoninas mutadas. Asimismo, en el estudio de Parra 

et al. (2017) se observó que Thr41 (que fue sustituida por alanina en el presente 

trabajo) tiene la mayor cantidad de manosas asociadas respecto a las otras tres 

treoninas confirmadas por espectrometría de masas y es un sitio preferencial 

para la glicosilación de LpqH. Es importante mencionar que, aunque Thr40 tiene 

una alta probabilidad de ser glicosilada, de acuerdo con NetOGlyc y que en el 

trabajo de Hermann et al. (1996) se consideraba como un residuo que era 

importante para la glicosilación, no es glicosilado en M. smegmatis de acuerdo 

con el análisis con espectrometría de masas realizado por Parra et al. (2017). Lo 

anterior refleja la dificultad de predecir los sitios de O-glicosilación en las 

proteínas. En este sentido se puede argumentar, bajo estos fundamentos, que 

el motivo propuesto por Smith et al. (2014) no puede ser utilizado para la 

predicción efectiva de sitios de glicosilación en las proteínas de Mtb, a pesar de 
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que se deriva de un estudio glicoproteómico detallado de las glicoproteínas 

presentes en filtrados de cultivo de dicho organismo con afinidad a ConA. Como 

perspectiva, sería importante realizar un análisis detallado con espectrometría 

de masas de la proteína LpqH silvestre expresada en S. lividans para confirmar 

con precisión los residuos de aminoácidos en donde ocurre la glicosilación y 

observar la cantidad de manosas que hay en cada uno de ellos. Sin embargo, a 

pesar de no contar con dicha información todavía, sí es posible afirmar que la 

enzima Pmt de S. lividans al menos sí es capaz de reconocer los mismos clusters 

de treoninas dentro de la proteína LpqH que reconoce la Pmt de M. tuberculosis 

para llevar a cabo la glicosilación. Esto es consistente con la observación previa 

de Lara et al. (2004) sobre la glicosilación que presenta la proteína Apa de Mtb 

cuando es expresada en S. lividans. 

 

 

8. Conclusiones 

● El motivo propuesto por Smith et al. (2014) carece de poder predictivo para la 

identificación efectiva de sitios de glicosilación en las proteínas de Mtb. 

●  La glicosilación de la proteína LpqH al ser expresada en S. lividans ocurre en 

los clusters de treonina conformados por Thr34, Thr35, Thr36, Thr40 y Thr41. 

●  El residuo Ser43 no es el sitio principal de glicosilación de LpqH expresada en 

S. lividans. 

●  Hay uno o varios residuos de serina o treonina aparte de Thr34, Thr35, Thr36, 

Thr40 y Thr41 que pueden glicosilarse, pero con muy baja eficiencia. 
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