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Glicosilacion de proteinas en bacterias patégenas

Laura Elena Cérdova Ddévalos*

RESUMEN. La glicosilacién de proteinas es una importante modificacién postraduccional de las proteinas. En euca-
riontes los mecanismos de glicosilacién han sido bien caracterizados, e inclusive se han descubierto algunas enfermeda-
des en humanos relacionadas con fallas en los mecanismos de glicosilacion. Hace alglin tiempo se pensaba que las bac-
terias eran incapaces de glicosilar proteinas, puesto que carecen de los organelos celulares donde se lleva a cabo dicho
proceso en eucariontes; sin embargo, en la actualidad ya se ha demostrado la presencia de proteinas glicosiladas en bac-
terias. Recientemente, el estudio de las proteinas glicosiladas en bacterias patdgenas se ha tornado un tépico de investi-
gacién muy importante, pues se ha demostrado la participacion de las proteinas glicosiladas en la patogénesis bacteria-
na. Sin duda, el impacto del estudio de las glicoproteinas y sus mecanismos de glicosilacién revelara blancos
terapéuticos novedosos para combatir las infecciones bacterianas, asi como nuevos métodos de diagnéstico.

Palabras clave: Glicoproteinas, glicosiltransferasas, O y N glicosilacion.

ABSTRACT. Protein glycosylation is an important modification of proteins. The knowledge about the glycosylation
machinery in eucarya is advance; in fact, there are some illness in human being related with failure in the mechanism of
protein glycosylation. Some years ago bacteria have been tought incapable of glycosylating proteins. Now, glycoprotein
synthesis in bacteria has been firmly established. Currently, the study of protein glycosylation in pathogen bacteria is
very important because there are strong relation between glycoproteins and pathogenesis. This new field of investiga-
tion is a novel target in the figth against bacteria.
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lizacién y juega un papel importante en rutas meta-
bolicas y en transduccion de sefiales.!

I. Introducciéon

Las proteinas de todos los seres vivos pueden ser
modificadas postraduccionalmente de diferentes ma-
neras. Una de las modificaciones mas estudiadas es la
fosforilacion de proteinas. La presencia o ausencia de
grupos fosfatos regula su actividad, estabilidad, loca-
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Otra modificacion postraduccional compleja y
muy costosa energéticamente es la glicosilacion, que
consiste en la adicién covalente de azlicares a las pro-
teinas. Actualmente se han definido dos tipos de gli-
cosilacién, los cuales estan determinados en funcién
del aminoacido al que se une el azticar: la N-glicosila-
cion, en la cual los azlicares se unen al grupo y-amido
de la asparagina y la Oglicosilacion donde los azica-
res se unen al grupo hidroxilo de las cadenas laterales
de los aminoacidos serina, treonina, hidroxiprolina,
hidroxilisina y tirosina. La gran variedad de aztcares,
los tipos de enlaces, asi como su grado de ramifica-
cién incrementan la complejidad de esta modifica-
cion postraduccional.! Precisamente el campo de la
glicobiologia esta enfocado al entendimiento de la es-
tructura quimica, biosintesis y funcién bioldgica de
los carbohidratos.?

La glicosilacién de proteinas en eucariontes ha sido
estudiada desde hace tiempo, comenzando por el
descubrimiento de los grupos sanguineos humanos
por Landsteiner en 1931, hasta los recientes descubri-
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mientos en nifios con defectos congénitos en la bio-
sintesis de proteinas glicosiladas (CDGs: Congenital
Disorders of Glycosylation).'? Seglin las estimaciones, en
los mamiferos el repertorio del glicoma (estudio de
los aziicares que componen a un organismo) es mu-
cho mayor y mas complejo que el proteoma (estudio
de las proteinas que componen a un organismo).>

Los procariontes fueron considerados por mu-
cho tiempo incapaces de glicosilar proteinas, ya que
esta actividad, en eucariontes, se lleva a cabo en el
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, organe-
los que los procariontes no tienen. Sin embargo, la
presencia de proteinas glicosiladas ya ha sido de-
mostrada en los dominios Bacteria y Arquea, por lo
que la glicosilacion de proteinas es una actividad
conservada en los tres dominios de la vida, lo que
resalta su gran importancia biologica. Asi, la glicosi-
lacion de proteinas en procariontes es un topico de
investigacion muy reciente.’

Los reportes de proteinas glicosiladas se han ido
incrementando, tanto en bacterias patogenas como
de vida libre. Por su interés biomédico, la caracteriza-
ci6n de proteinas glicosiladas, asi como el estudio de
sus mecanismos de glicosilacion se ha inclinado mas
hacia las bacterias patgenas.* Algunas de las bacterias
donde se ha reportado la presencia de proteinas gli-
cosiladas son Campylobacter spp. (agente causal de
diarrea), siendo Campylobacter jeuni un patdgeno que
infecta la mucosa del intestino humano y agente cau-
sal de gastroenteritis en todo el mundo;** Helicobacter
lori, patdgeno que infecta la mucosa gastrica causan-
do ulceraciones; Treponemapallidum, agente causal de la
stfilis; Peudomonas aeruginosa, bacteria que infecta indi-
viduos inmunocomprometidos y a pacientes con fi-
brosis quistica y Mycobacterium tuberculosis, agente causal
de la tuberculosis, muy comtn en pacientes inmuno-
comprometidos por la infeccion con VIH, solo por
mencionar algunas.>*

En general, las proteinas glicosiladas en bacterias se
encuentran siempre expuestas en la superficie de las
células, por lo que su funcién bioldgica podria tener
un importante papel en la patogénesis. Recientes estu-
dios han demostrado el papel de la glicosilacién en la
adhesion, en la proteccion contra la degradacion pro-
teolitica, en el incremento de la solubilidad, en la va-
riacién antigénica, en el ensamble de proteinas y en la
proteccion contra el sistema inmune.’

Por lo tanto, la habilidad de detectar proteinas gli-
cosiladas, entender sus mecanismos de accién, asi
como las diversas implicaciones bioldgicas de la va-
riabilidad en los carbohidratos, constituyen una nueva
area de diagnostico y tratamiento de diversas enfer-
medades; de ahi su importancia en el area biomédica.

II. Glicosilacion de proteinas en
eucariontes

Antes de abordar los mecanismos de glicosilacion de
proteinas en bacterias, es importante, revisar breve-
mente como se lleva a cabo la glicosilacién de prote-
nas en eucariontes. Como se menciond con anteriori-
dad, hay dos tipos de glicosilacién de proteinas. La
N-glicosilacion ha sido ampliamente estudiada res-
pecto a su estructura, biosintesis y funcion. La prime-
ra parte de este proceso se lleva a cabo en la mem-
brana del reticulo endoplasmatico rugoso, en donde
se transfiere un oligosacarido (llamado wre) al grupo
y-amido de la asparagina. Este oligosacarido esta
formado por dos N-acetil-glucosaminas, nueve ma-
nosas y tres glucosas, y tiene como base un lipido de
la membrana del reticulo endoplasmico llamado do-
licol-fosfato, el cual esta formado por unidades de
isopreno (lipido de cinco carbonos). El inicio de la
construccion del oligosacarido (Figura 1) comienza con
la transferencia de una unidad de N-acetil-glucosami-
nofosfato (la cual esta unida al nucleétido uridindifosfa-
to, UDP) al dolicol-fosfato, siendo el producto de esta
sintesis N-acetilglucosamina-dolicolpirofosfato. Una
vez que se ha unido la N-acetil-glucosaminofosfato al
dolicol, sobre ésta se unen otra N-acetil-glucosamina
(unida al uridindifosfato, UDP) y cinco manosas (uni-
das al nucleétido guanosindifosfato, GDP). Hasta

P-P—Dolicol

O Glucosa
Q Manosa

|:| N-acetilglucosamina

I Sintetizado en el citoplasma

e Sintetizado en el lumen del
reticulo endoplasmatico

Figura 1. Sintesis del oligosacarido del sistema de N-glicosila-
cibén en eucariontes.
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este momento las reacciones se llevan a cabo del
lado citoplasmatico del reticulo endoplasmico. Las
transferencias del azticar al oligosacarido son llevadas
a cabo por una familia de proteinas llamada ALG
(de sus siglas en inglés Asparagine Linked Glycosylation).
En este punto de la biosintesis del oligosacarido ocu-
rre una translocacion hacia el lumen del reticulo en-
doplasmico, dentro del lumen se agregan otras cua-
tro manosas, las cuales estan unidas al lipido de
membrana dolicol-fosfato (la unién de la manosa al
dolicol es llevada a cabo por la enzima dolicol-fosfa-
to-manosa sintasa) y la transferencia de las tres gluco-
sas unidas también a moléculas de dolicol que se en-
cuentran en la membrana (reaccién llevada a cabo
por una glicosiltransferasa miembro de la familia
ALG).!

Una vez terminada la biosintesis del oligosacarido
formado por dos N-acetilglucosaminas, nueve ma-
nosas y tres glucosas, un complejo enzimatico forma-
do por varias proteinas llamado OST (de sus siglas
en inglés Oligo Saccharyl Transferase), especificamente la
subunidad llamada Stt3, se encarga de transferir el
oligosacarido al grupo y-amido de la asparagina en la
secuencia consenso Asparagina-X-Serina/Treonina de
la proteina (donde X es cualquier aminoacido, excep-
to prolina). Una vez sintetizado y transferido el oligo-
sacarido a la proteina en el reticulo endoplasmico, la
proteina glicosilada pasa al aparato de Golgi donde
se realizan otras modificaciones.!

En cuanto a la Oglicosilacion, la cual se refiere a la
transferencia de un azicar al radical hidroxilo de las
cadenas laterales de los aminoacidos serina o treoni-
na, el caso mejor estudiado es la manosilacién de
proteinas en Saccharonyces cerevisae; en la O-glicosila-
cion, s6lo una manosa se transfiere a la proteina en el
lumen del reticulo endoplasmico; dicha manosa se ac-
tiva al unirse al dolicol-fosfato (lipido de membrana);
ninguna manosa unida al nucle6tido GDP sera trans-
ferida a la proteina. Posteriormente, la proteina glico-
silada con una manosa se transfiere al aparato de
Golgi y ahi se termina de glicosilar. A diferencia de la
N-glicosilacion donde si hay una secuencia consenso
de glicosilacion, en la O-glicosilacién no hay tal; sin
embargo, se ha observado que generalmente las
treoninas y serinas que son glicosiladas estan rodeadas
de prolinas. Ademas, existe una familia de transfera-
sas encargadas de la manosilacion llamadas PMT

(de sus siglas en inglés Protein O-Mannosyl Transferase);
en el caso de la levadura, algunas manosiltransferasas
son esenciales, pues proteinas glicosiladas forman
parte estructural de la pared.®

ITI. Glicosilacion de proteinas en
bacterias

Como se ha mencionado, los hallazgos de proteinas
glicosiladas en bacterias son relativamente recientes,
por lo que en este momento en la literatura abundan
los reportes sobre proteinas glicosiladas en diferentes
bacterias; sin embargo, las descripciones a nivel es-
tructural son someras; realmente son muy pocos los
reportes que hacen referencia a los mecanismos de
glicosilacion en bacterias y menos abundantes los que
abordan las implicaciones bioldgicas de dicho proce-
so. En Campylobacter jeuni, agente causal de diarreas en
todo el mundo, es donde se han hecho mas avances
en cuanto a la descripcion de los mecanismos de gli-
cosilacion y sus implicaciones biologicas.

a. Campylobacter jejuni

C. jguni es una bacteria muy interesante, pues tiene la
capacidad de llevar a cabo tanto la N- como la Ogli-
cosilacién, convirtiendo a dicha bacteria en un mode-
lo alternativo para el estudio de dichos procesos.

Con base en el uso de lectinas (proteinas que reco-
nocen especificamente a ciertos azlicares) y otras téc-
nicas se ha determinado que la flagelina (proteina que
constituye el flagelo) de Campylobacter spp esta glicosi-
lada en la serina 19, por lo que su glicosilacion es de
tipo O. Al determinarse la secuencia del genoma de la
cepa C. jguni NCTC 11168, se observd que hay un
duster de genes de glicosilacion (de aproximadamente
50) donde se encuentran también los genes que codi-
fican para la flagelina. El mecanismo de O-glicosila-
cion en C. jguni ha sido poco estudiado.”

Por otro lado, del mecanismo de N-glicosilacion
se tiene mas conocimiento. Inicialmente se pens6 que
el duster de genes que codifica al sistema de N-glico-
silacién de proteinas, era un grupo de genes cuyas
proteinas eran similares a las enzimas involucradas a
la biosintesis de lipopolisacaridos y polisacaridos cap-
sulares; sin embargo, al mutar los genes de dicho clus-
ter, se observo que no habia ningln efecto en la bio-
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sintesis del lipopolisacarido, ni de la capsula; lo que si
se observé fue una dramatica disminucién en la in-
munorreactividad de varias proteinas de C. jeuni,
usando suero producido contra las bacterias comple-
tas. La explicacion fue que esas proteinas que son
muy inmunogénicas estan glicosiladas y que los genes
en cuestion estan relacionados con la glicosilacion de
dichas proteinas; asi, al tratar con acido trifluorometa-
nosulfonico (TMSF, agente desglicosilador) se obser-
v0 una disminucién en la inmunorreactividad, lo que
significa que lo que estan reconociendo los anticuer-
pos, es decir, la parte inmunogénica, son los carbohi-
dratos. Asi, a dicho cluster de genes se le llamé pgl
(de sus siglas en inglés protein glycosylation).®

Trabajos posteriores identificaron algunas de las
proteinas glicosiladas por el sistema pg/ de C. jeuni,
mediante el uso de lectinas (destacando un mayor re-
conocimiento de glicoproteinas por parte de la SBA,
lectina obtenida de la soya y que reconoce especifica-
mente N-acetilgalactosaminas unidas en enlace @ o ),
y de técnicas analiticas como la espectrometria de
masas y el uso de glicosidasas, tales como f-N-acetyl
hexosaminidasa (rompe N-acetilgalactosamina). Asi
se identificaron a las proteinas PEB3 y CbpA como
glicoproteinas’ cuyos carbohidratos se unen en la as-
paragina conservada de la secuencia consenso aspara-
gina-X- serina o treonina, la misma que en las glico-
proteinas de N-glicosilacién en eucariontes. Se sabe
que los carbohidratos unidos a la asparagina son la
bacilosamina (un trisacarido) y N-acetil-galactosami-
na;’ dichas proteinas estan expuestas en la superficie
de la bacteria y al mutar algunos genes que forman
parte del sistema pgl las proteinas se expresan, pero
no se glicosilan. La proteina PEB3 es altamente in-
munogénica de C. jguni.’

El sistema pg/ (17 Kb) (Figura 2) esta formado por
cuatro probables glicosiltransferasas: PglH, Pgll, Pgl],

y PglA; tres proteinas de membrana: PglB, WlaB y
PglG y tres enzimas involucradas en la biosintesis de
azucares: PglD, PglE y PglF.”? Cabe resaltar que PglB
es homologa a la subunidad Stt3 de la oligosacaril-
transferasa de eucariontes, la cual se encarga de trans-
ferir los azlcares a las proteinas en la N-glicosila-
cion.' Las posibles funciones biologicas de algunos
genes que componen el locus pg/ han sido asignadas
de manera hipotética en base a su homologia con
otras proteinas ya descritas. En cuanto a la importan-
cia bioldgica del sistema de N glicosilacién de C. jeju-
7, hasta el momento se ha demostrado que al inte-
rrumpir dicha via, se reduce la capacidad de las
células de unirse e invadir células eucariontes en culti-
vos muto, ast como su capacidad de colonizar el in-
testino de pollos y ratones. !

b. Mycobacterium tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad que cobra la vida
de dos millones de personas cada afio. Su agente
causal es Mycobacterium tuberculosis, una bacteria presen-
te en aproximadamente un tercio de la poblacion
mundial."! Recientemente, mediante el uso de lectinas
se han detectado varias proteinas glicosiladas alta-
mente inmunogénicas en esta bacteria. Dichas protei-
nas se han encontrado tanto en el sobrenadante de
cultivos de M. tuberculosis como unidas a la membra-
na celular. Algunas de las proteinas glicosiladas en M.
tuberculosis como la de 45/47 kDa y la de 38 kDa son
reconocidas por el suero de pacientes infectados con
tuberculosis.*'? En el caso de la proteina de 45/47
kDa se ha demostrado por técnicas de espectrome-
tria de masas que esta glicosilada con manosas unidas
a treoninas localizadas en los extremos amino y car-
boxilo, por lo que su glicosilacion es de tipo O; ade-
mas, se sabe que dicha proteina induce la prolifera-

pdG  pdF  pdE pglD pglC pglA pgIB - pgl] pell  pglH  wlaB  galE

- (= -

G119

B Desconocida B Glicosiltransferasa

[ Deshidratasa ] Oligosacariltransferasa
B Aminotransferasa [ | Transportador ABC
B Acetiltransferasa = Epimerasa

G131, <—

Locus lipooligosacaridos

Figura 2. Locus de N-glico-
silacion propuesto para Cam-
pylobacter jeiuni NCTC 11168
(tomado de Karlyshev A. &
al., 2005).
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cion de linfocitos T CD4* y que al eliminar sus azs-
cares se pierde el efecto de induccion de la prolifera-
ci6n de dichas células, lo que indica que su parte in-
munogeénica son los carbohidratos; la importancia de
esta proteina para M. tuberculosis es desconocida.™

La proteina de 38 kDa es una lipoglicoproteina
muy abundante en el sobrenadante de los cultivos de
M. tuberculosis; esta codificada por un gen anotado en
la base de datos como pst-1 que pertenece a un ope-
ron relacionado con el transporte de fosfato. La
reactividad seroldgica de este antigeno esta fuerte-
mente asociada con infecciones latentes y recientes de
tuberculosis, por lo que esta proteina esta incluida en
todos los estudios de diagnéstico de tuberculosis.
Ademas se sabe que confiere inmunidad protectiva
contra infeccion por M. tuberculosis en modelos ani-
males y humanos, por lo que es candidata a vacuna.”

Existen otras proteinas glicosiladas en M. tuberculosis
como la proteina de 19 kDa, la cual esta relacionada
con la induccion de la respuesta inmune celular y hu-
moral, la adhesina de 28 kDa (HBHA), la cual es ne-
cesaria para la diseminacion extrapulmonar, y algunas
como la de 9 k Da 'y 20 kDa cuya funcionalidad es
desconocida, todas son proteinas secretadas.* Pese al
namero creciente de reportes de proteinas glicosila-
das se sabe poco acerca del mecanismo de glicosila-
cion en Mycobacterium sp, en parte debido a las dificul-
tades técnicas para trabajar con dicha bacteria,
ademas del lento crecimiento del microorganismo y

las estrictas condiciones de bioseguridad. En cuanto
al sistema de glicosilacién de proteinas, recientemente
se ha reportado que el gene Rv1002c de M. tuberculosis
H37Rv es homologo a la familia PMT (Protein O-
Mannosyl Transferase ) de S. cerevisiae y tiene actividad
de manosiltransferasa, usando a la proteina de 45/47
kDa como blanco de glicosilacion; se sabe también
que la glicosilacion de dicha proteina esta asociada al
sistema de secrecion tipo SEGC; asi, conforme la pro-
teina se va secretando, la manosiltransferasa la va gli-
cosilando.'® Como se puede observar, el conocimien-
to de los mecanismos de glicosilacién de proteinas en
M. tuberculosis es ain muy escaso.

IV. Conclusiones

El estudio de las proteinas glicosiladas en bacterias es
un area emergente de las ciencias biomédicas, cuya im-
portancia ha ido creciendo debido a que muchas de
las glicoproteinas estan relacionadas con la patogénesis
de las bacterias. Incrementar el conocimiento para lle-
gar a comprender los mecanismos de glicosilacién de
proteinas en bacterias patogenas constituye una nueva
alternativa para combatir las infecciones bacterianas.
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