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V. RESUMEN  

Un elemento fundamental en la patogenicidad de Mycobacterium 

tuberculosis es su capacidad de inhibir la maduración fagolisosomal y así 

sobrevivir en los macrófagos del hospedero. Una quinasa de proteínas en 

Ser y Thr de M. tuberculosis denominada PknG ha adquirido gran rele-

vancia como uno de los factores que participa en este proceso. El objetivo 

del presente trabajo es explorar la utilidad de nuevas herramientas meto-

dológicas para evaluar la maduración del fagosoma y su modulación por 

PknG, en un modelo de fagocitosis de partículas de látex utilizando ma-

crófagos murinos. Para ello se evaluaron modelos proteómicos y de mi-

croscopía de epifluorescencia y confocal utilizando diferentes sondas fluo-

rescentes.  

Se logró poner a punto un método para estudiar el proceso de ma-

duración fagosomal in vivo mediante microscopía confocal utilizando las 

sondas fluorescentes LAURDAN y pHrodo®. Esta metodología es más 

apropiada que la estrategia previamente utilizada en el laboratorio que 

emplea dextrano-FITC, ya que permite evaluar la maduración fagosomal 

en forma cuantitativa y objetiva. Los resultados obtenidos usando esta 

estrategia son coherentes con resultados previos obtenidos con otras me-

todologías. 
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Por último, se evaluó de forma preliminar la maduración fagoliso-

somal utilizando un inhibidor de PknG. Se utilizó un ácido graso nitrado 

(OA-NO2), que vía una reacción de adición de Michael modifica cisteínas 

críticas del dominio rubredoxina de PknG. Nuestros resultados prelimina-

res indican que la actividad quinasa de PknG no es fundamental para la 

inhibición de la maduración del fagosoma aunque este resultado deber 

ser validado. 

Palabras clave: tuberculosis; PknG; macrófago; maduración del fagoso-

ma; microscopía de epifluorescencia; microscopía confocal y espectrome-

tría de masa. 
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1. Introducción 

A. Tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosis es el agente etiológico de la tubercu-

losis (TB), una enfermedad infectocontagiosa que afecta al ser humano y 

constituye un problema mundial a nivel de la salud pública. La TB repre-

senta la segunda causa de mortalidad por un agente infeccioso a nivel 

mundial, después del virus de la inmunodeficiencia humana. De acuerdo a 

las cifras aportadas por la Organización Mundial de la Salud, en 2013 

nueve millones de personas se enfermaron y 1,5 millones murieron a cau-

sa de esta enfermedad, 360 mil de los cuales eran HIV-positivos [1]. 

1. Forma de transmisión de la tuberculosis 

La tuberculosis es habitualmente transmitida por secreciones respi-

ratorias generadas por un enfermo con tuberculosis activa al toser, estor-

nudar o hablar. Los pulmones son el blanco principal de la bacteria, sin 

embargo, M. tuberculosis es capaz de diseminarse afectando a otras par-

tes del cuerpo. La fuente de la transmisión de la TB son principalmente las 

personas con tuberculosis pulmonar activa [2], sin embargo estudios re-

cientes han demostrado que la capacidad infectiva de los pacientes con 

TB extrapulmonar (XPTB) ha sido subestimada [3]. 



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

1. Introducción    

 2 

La transmisión se produce cuando una persona inhala los bacilos 

presentes en los aerosoles de una persona infectada. El pequeño tamaño 

de los aerosoles facilita su llegada a los alvéolos pulmonares sin ser eli-

minados por acción del sistema mucociliar [4]. 

Los microorganismos que alcanzan los pulmones son fagocitados 

por macrófagos alveolares residentes donde a menudo son destruidos. La 

destrucción de las micobacterias depende de la capacidad microbicida 

intrínseca de los macrófagos del hospedero y de los factores de virulencia 

de las micobacterias [5]. Alternativamente, las micobacterias que logran 

escapar de la destrucción intracelular inicial, continúan multiplicándose, 

llevando eventualmente a la lisis de la célula infectada [4]. A continuación 

los macrófagos alveolares y las células epiteliales del pulmón liberan qui-

mioquinas, que reclutan monocitos sanguíneos y otras células inflamato-

rias al pulmón.  

Los monocitos reclutados se diferencian en macrófagos inmaduros 

que son incapaces de destruir o inhibir el crecimiento de M. tuberculosis 

[5]. Como consecuencia, el ciclo de multiplicación bacilar se repite dentro 

de los mismos. Micobacterias del sitio de lesión inicial son transportadas a 

ganglios linfáticos de drenaje, donde se multiplican, formando el llamado 

complejo primario [4]. Algunas veces, durante este período de intensa 

multiplicación, en individuos inmunocomprometidos algunos micobacterias 
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pueden ingresar en la circulación sanguínea o linfática diseminándose así 

a otras partes del cuerpo [2].  

La patogenicidad de M. tuberculosis está íntimamente relacionada 

con su capacidad de sobrevivir dentro de macrófagos del hospedero de-

teniendo la maduración normal del fagosoma en un estadio temprano [6], 

caracterizado por una baja cantidad de las proteínas de membrana aso-

ciadas al lisosoma-1 y 2 (LAMP-1 y LAMP-2) [7], de hidrolasas lisosoma-

les activas, y un pH de 6,4 debido a la limitada cantidad de ATPasas va-

cuolares [6].  

M. tuberculosis logra modular el sistema de transporte endosmal y 

el metabolismo de su célula hospedera para su beneficio [6] y [8]. Uno de 

los beneficios de residir en un endosoma temprano que no madura es que 

puede acceder a las vías de importación de hierro de su célula hospede-

ra, satisfaciendo así sus necesidades para el hierro [8]. Por otra parte, 

este agente estimula la diferenciación de los macrófagos en células es-

pumosas, que se caracterizan por la acumulación de lípidos que propor-

cionan de nutrientes a la micobacteria [9].  

Una característica prominente de la respuesta inmune a M. tu-

berculosis es el retraso en el inicio de una respuesta inmune adaptativa, 

que ocurre frecuentemente 42 días después de la infección inicial [10]. 
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Los linfocitos T estimulados por antígenos específicos de las micobacte-

rias, proliferan y secretan citoquinas, principalmente interferón gamma 

(IFN-γ) que activa a los macrófagos, causando una respuesta celular fren-

te a la tuberculosis. Aunque este bacilo es capaz de sobrevivir dentro de 

macrófagos no activados, éste es destruido cuando los mismos se activan 

[11].  

Más del 90% de las personas que contraen una tuberculosis prima-

ria no enferman, debido a que los macrófagos activados fagocitan las bac-

terias y las aíslan en el interior de una estructura denominada granuloma 

(ver Figura 1) [12]. Estableciendo así una simbiosis estable, de duración 

indefinida que mantiene a las bacterias aisladas del resto del organismo 

[12]. No obstante, en individuos con un sistema inmune comprometido la 

inmunidad celular es incapaz de controlar la infección primaria, por lo que 

la misma evoluciona hacia una tuberculosis primaria progresiva.  

En su nivel más básico, un granuloma es un agregado organizado 

de macrófagos maduros que surge en respuesta a un estímulo persisten-

te. Los macrófagos maduros del granuloma pueden fusionarse en células 

gigantes multinucleadas o diferenciarse en células espumosas. En parti-

cular, en los granulomas tuberculosos, los macrófagos maduros pueden 

sufrir una transformación a células epitelioides, que tienen sus membra-

nas celulares fuertemente entrelazadas en forma de cremallera. El granu-
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loma también es habitado por otros tipos celulares como neutrófilos, célu-

las dendríticas, linfocitos B y T, células asesinas naturales (natural killer), 

fibroblastos y células que secretan los componentes de la matriz extrace-

lular. Se cree que las células epiteliales que lo rodean participan en su 

formación [9]. 

El granuloma tuberculoso posee una zona de necrosis tisular ca-

seosa en su centro como consecuencia de la pérdida de la vasculariza-

ción, donde algunas micobacterias viables permanecen en un estado de 

quiescencia por muchos años, desarrollando una tuberculosis latente [2]. 

Se calcula que alrededor de un tercio de la población mundial padece de 

tuberculosis latente [13].  

Sin embargo, las personas con tuberculosis latente pueden desa-

rrollar la enfermedad meses o años más tarde si los bacilos infectivos que 

se encuentran en el interior de los tubérculos salen al exterior. Se estima 

que entre un 5 y un 10% de las personas con infección latente desarrolla-

rá la enfermedad activa en algún momento de sus vidas, provocando la 

diseminación del patógeno [14]. Una mala nutrición, la edad avanzada y la 

existencia de otras infecciones, como el SIDA, convierten a estas perso-

nas inmunodeprimidas en hospederos especialmente susceptibles a una 

reactivación de la tuberculosis. 



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

1. Introducción    

 6 

 

Figura 1 El granuloma de tuberculosis. El granuloma tuberculoso es un agregado 
compacto y organizado de macrófagos que se diferenciaron a células epitelioides, 
células espumosas, o que se fusionaron formando las células gigantes multinu-
cleadas. Las micobacterias se encuentran en las áreas centrales necróticas. Ade-
más otros tipos celulares habitan el granuloma como células dendríticas, fibro-
blastos, linfocitos B, T y natural killer. Extraído de referencia [9]. 

 

2. Prevención de la tuberculosis 

Las medidas preventivas en la lucha contra la TB incluyen la vacu-

nación y el diagnóstico y tratamiento de los individuos infectados evitando 

así que transmitan la enfermedad a otras personas. 

La única vacuna antituberculosa disponible consiste en una cepa 

de Mycobacterium bovis (bacilo de Calmette y Guérin, BCG) atenuada 

irreversiblemente. Esta cepa se replica en los macrófagos y expresa antí-

genos compartidos con M. tuberculosis antes de ser destruida. BCG pre-
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viene contra la tuberculosis meníngea y formas diseminadas en los niños. 

Sin embargo, las estimaciones de la protección contra la tuberculosis 

pulmonar varían de cero a 80%. Por lo tanto, se estima que BCG tiene 

poco impacto para limitar la propagación de esta enfermedad [15]. 

 

3. Tratamiento de la tuberculosis 

El tratamiento antituberculoso estandarizado consiste en una fase 

intensiva de dos meses; seguida de una fase de tratamiento continuo de 

cuatro meses de duración. La fase intensiva está caracterizada por una 

actuación agresiva sobre la bacteria, en la que se utilizan simultáneamen-

te cuatro fármacos isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol o es-

treptomicina. Por otra parte, en la fase de tratamiento continuo se utilizan 

únicamente isoniazida y rifampicina. En ambos casos los fármacos son 

consumidos diariamente bajo supervisión directa del personal de salud 

[16]. 

Este esquema terapéutico de seis meses de duración alcanza ta-

sas de curación de hasta 95% en zonas donde la existencia de tubercu-

losis farmacorresistente es mínima o nula [17]. Sin embargo, el uso 

inapropiado o incorrecto de los agentes antimicrobianos, la interrupción 
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prematura del tratamiento o el uso de formulaciones de drogas no efecti-

vas pueden causar resistencia a las drogas utilizadas [18]. 

Varios factores comprometen la eficiencia de los tratamientos far-

macológicos actualmente disponibles, incluidos la emergencia de cepas 

multirresistentes (MDR) y extremadamente resistentes (XDR), la falta de 

nuevas drogas y la capacidad del bacilo para persistir en un estado de 

latencia.  

Una cepa MDR es aquella que desarrolló resistencia a isoniazida y 

rifampicina, las drogas más poderosas utilizadas en el tratamiento de la 

tuberculosis. MDR-TB representa el 3,5% de los casos de TB [1]. Dentro 

de las cepas MDR, se distinguen a las XDR quienes responden aún me-

nos a los medicamentos disponibles, incluyendo a múltiples fármacos anti-

tuberculosos de primera línea, así como a cualquiera de las fluoroquinolo-

nas y para al menos uno de los tres fármacos de segunda línea inyecta-

bles (amikacina, capreomicina o kanamicina) [19]. Se estima que en el 

2013 480 mil personas desarrollaron una MDR-TB, causando 210 mil 

muertes. En ese mismo año XDR-TB fue reportado en 100 países, y se 

estima que el 9% de los casos de MDR-TB tenían XDR-TB [1]. 

Para el tratamiento de pacientes infectados con una cepa farmaco-

rresistente se deben utilizar drogas de menor efectividad, mayor toxicidad 
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y costo, denominadas drogas de segunda línea. Los principales fármacos 

de segunda línea utilizados son amikacina, protionamida/etionamida, ca-

preomicina, kanamicina, cicloserina, fluoroquinolonas, ácido                        

r-aminosalicílico y tioacetazona. Las mismas deben ser administradas con 

mayor frecuencia que las drogas de primera línea y el promedio de dura-

ción del tratamiento recomendado es de dos años, haciendo más difícil el 

cumplimiento de la terapia completa por parte del paciente [19]. 

Es de crucial importancia lograr una mejora en las estrategias tera-

péuticas disponibles para combatir esta enfermedad. En particular, se 

busca reducir la duración y el costo de los tratamientos actuales, así como 

identificar drogas capaces de actuar sobre el bacilo en estado de latencia. 

Un mayor entendimiento de la fisiopatología de esta bacteria, así como de 

sus complejas relaciones con el hospedero permitiría descubrir y validar 

nuevos blancos terapéuticos para mejorar el tratamiento de la tubercu-

losis. Evidencias recientes sugieren que los elementos de señalización, en 

particular los que involucran la fosforilación de proteínas en residuos de 

Ser/Thr pueden representar una prometedora nueva clase de blanco tera-

péutico [20] y [21]. 

Un elemento central en la patogenicidad de M. tuberculosis es su 

capacidad para sobrevivir en los macrófagos del hospedero, inhibiendo el 

proceso de maduración fagosomal. En este proceso participan tanto mo-
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léculas del hospedero como del patógeno [22]. Entre estas últimas, ha 

cobrado gran relevancia una quinasa de proteínas de M. tuberculosis, de-

nominada PknG, como uno de los factores de virulencia fundamentales 

que participa en la inhibición de la maduración fagolisosomal [23]. Su rol 

esencial hace de PknG un blanco terapéutico atractivo, sin embargo, el 

modo de acción de PknG se desconoce [24] y [25]. 

 

B. Fagocitosis y biogénesis del fagolisosoma 

1. Etapas de la fagocitosis 

La fagocitosis, es el proceso por el cual células especializadas, 

predominantemente neutrófilos, macrófagos y células dendríticas interna-

lizan partículas de más de 0,5 µm de diámetro de material destinado a ser 

degradado por enzimas lisosomales. Es un evento central en la inmunidad 

innata y en la remodelación de los tejidos, mediando la eliminación de pa-

tógenos invasores para resolver una infección así como de cuerpos apop-

tóticos contribuyendo a la limpieza de células dañadas o senescentes 

[26]. 

La fagocitosis se inicia con unión de ligandos a receptores de su-

perficie, lo que desencadena una compleja cascada de señalización que 

induce una redistribución de los elementos corticales del citoesqueleto y 
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de la membrana plasmática, que conduce a la extensión de pseudópodos 

y culmina con la internalización de la partícula [27]. 

Los fagosomas recientemente formados muestran una composición 

similar a la de la membrana plasmática de la cual se originaron [28] y su 

contenido soluble es una muestra del espacio extracelular. El lumen del 

fagosoma naciente contiene entonces un ambiente benigno, incapaz de 

eliminar los microorganismos invasores o los cuerpos apoptóticos. Sin 

embargo, a medida que transcurre el tiempo, estas capacidades son sub-

secuentemente adquiridas. 

El lumen de los fagosomas adquiere propiedades microbicidas y 

digestivas a través de múltiples ciclos de fisión y fusión con endosomas 

tempranos, tardíos y finalmente con lisosomas en una secuencia de even-

tos coordinados que colectivamente se conocen como “maduración” [29] y 

[30]. Durante este proceso ocurre la adquisición secuencial de proteínas 

específicas que le confieren nuevas funciones al fagosoma en madura-

ción [31], siendo éste gradualmente transformado en un fagolisosoma 

funcional (ver Figura 2). 
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2. Mecanismo de maduración fagosomal 

Los fagosomas adquieren sus propiedades microbicidas paulati-

namente en un proceso unidireccional de cambios bioquímicos denomi-

nado maduración. Los procesos implicados en la transformación de los 

fagosomas son el reciclaje de proteínas a la membrana [32] y [33]; la ad-

quisición de nuevas proteínas vía su síntesis o reclutamiento desde el ci-

toplasma y la constante remodelación mediante eventos de fusión se-

cuencial primero con endosomas tempranos, y luego con endosomas tar-

díos y con lisosomas [31]. 

Los lípidos, particularmente los fosfoinositoles están involucrados 

en múltiples funciones que dirigen el proceso de fagocitosis. Son críticos a 

la hora de transducir señales fagocíticas, en remodelar el citoesqueleto de 

actina y en atraer motores moleculares que determinan el tránsito vesicu-

lar. Además, interaccionan con las proteínas Rab dictando la fusión y fi-

sión de las membranas durante la maduración del fagosoma [26] y [34]. 

Las proteínas Rab son miembros de una familia de pequeñas 

GTPasas presentes en todo el dominio Eukaryota. Funcionan como inte-

rruptores moleculares que ciclan entre un estado inactivo unido a GDP, y 

un estado activo unido a GTP [35].  
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Las principales proteínas Rab asociadas a la vía endocítica son 

Rab5, Rab7, Rab4 y Rab11. Rab5 está involucrada en el tráfico de vesí-

culas endocíticas a endosomas tempranos y en fusiones homotípicas en-

tre endosomas tempranos [34]. Rab7 controla el tráfico de vesículas en-

docíticas tempranas a tardías y a los lisosomas [35]. Mientras que Rab4 y 

Rab11 funcionan facilitando el reciclaje de proteínas a la membrana.  

Luego de su reclutamiento a la membrana del endosoma temprano, 

Rab5 es activada por su factor GEF (guanine nucleotide exchange factor). 

Subsecuentemente, GTP–Rab5 interacciona con su efector Rabaptin5 

quien se une a GEF e incrementa su actividad sobre Rab5 [36]. Este ciclo 

de retroalimentación positiva mantiene a Rab5 en un estado activo, ase-

gurando que GTP-Rab5 permanezca unido a la membrana de endosomas 

tempranos el tiempo suficiente para reclutar otros efectores. 

Uno de los efectores reclutados es la quinasa de fosfatidilinositol-

4,5-bisfosfato (PI(4,5)P2), hVPS34/p150 [37], produciendo la acumulación 

de fosfatidilinositol-3-fosfato PI(3,4,5)P3(PIP3) en la membrana de endo-

somas tempranos [26]. 

Ambas señales, PIP3 y GTP-Rab5, son requeridas para el recluta-

miento de efectores de Rab5 adicionales, como EEA1 y Rabenosyn5 [38]. 
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Estos dos últimos son factores esenciales para la fusión homotípica de 

endosomas tempranos y la fusión de vesículas a los mismos [37] y [38]. 

Los fagosomas luego adoptan las características de un endosoma 

tardío, transición acompañada por la inactivación gradual de Rab5 y sus 

efectores, la concomitante activación de Rab7 y adquisición del receptor 

de manosa-6-fosfato [33]. La proteína RILP (Rab7-interacting lysosomal 

protein), interacciona con Rab7 activada en los endosomas tardíos y liso-

somas e induce el reclutamiento del complejo motor dineína/dinactina. 

Consecuentemente, estas vesículas son transportadas por las proteínas 

motoras a los extremos menos de los microtúbulos [39], inhibiendo efi-

cazmente su transporte hacia la periferia de la célula, y promoviendo la 

fusión homotípica y heterotípica de los fagosomas. 

Finalmente, el proceso de maduración del fagosoma culmina en la 

formación del fagolisosoma, caracterizado por su intensa actividad hidrolí-

tica, bajo pH, presencia de péptidos antimicrobianos, intermediarios reac-

tivos del oxígeno como peróxido de hidrógeno y el ion superóxido e inter-

mediarios reactivos del nitrógeno como óxido nítrico y nitritos [34] y [40]. 

La maduración de los fagosomas en fagolisosomas es un proceso 

crítico para destruir los agentes infecciosos. Sin embargo, algunos micro-

organismos han desarrollado la capacidad de modular dicho proceso de-
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teniendo la maduración fagosomal, evitando de este modo ser destruidos 

en un fagolisosoma. En particular, el éxito de M. tuberculosis como pató-

geno intracelular depende, básicamente, de esta habilidad. 

 

 

Figura 2 Fagocitosis y biogénesis de un fagolisosoma. Los macrófagos internali-
zan en fagosomas a una partícula. Luego, ocurre la maduración del fagosoma co-
mo un proceso secuencial que implica la fusión con componentes de la vía endocí-
tica (endosomas tempranos, endosomas tardíos y lisosomas), que en última ins-
tancia, forman el fagolisosoma. En el fagolisosoma los materiales ingeridos son 
finalmente degradados. La maduración está acompañada por cambios en el conte-
nido luminal y de membrana, entre ellos marcadores vesiculares, y cambios en la 
composición de fosfolípidos. Mientras que los primeros fagosomas se enriquecen 
con fosfatidilcolina, los fagosomas tardíos son preferentemente enriquecidos con 
esfingomielina. Extraído de [41]. 
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3. Bloqueo de la maduración de los fagosomas por M. tu-
berculosis 

El proceso de inhibición de la maduración del fagosoma durante la 

infección con M. tuberculosis es un proceso multifactorial, que hasta el día 

de hoy no se conoce completamente, e involucra factores tanto de la bac-

teria como del hospedero. Diversos aspectos de la maduración del fago-

soma son modificados por este bacilo, incluyendo eventos de fusión y fi-

sión vesicular y el reclutamiento de la V-ATPasa, que permite la acidifica-

ción del fagosoma, un evento crucial para la actividad hidrolítica del mis-

mo. Se conocen diversos factores de virulencia que participan en este 

proceso. Entre ellos: el lipoarabinomanano (LAM); la fosfatasa ácida de 

lípidos SapM; la nucleósido difosfato quinasa (Ndk); dos fosfatasas de 

proteínas fosforiladas en residuos Tyr (PtpA y PtpB); la lipoamida deshi-

drogenasa C (LpdC); una metaloproteasa zinc-dependiente (Zmp1); la 

trehalosa 6'6'-dimicolato (TDM) y la Ser/Thr-quinasa PknG [42].  

Dos de ellos convergen en la exclusión de PIP3 de la membrana 

del fagosoma [43]. El glucolípido LAM, interfiere con el reclutamien-

to/activación de PI3K hVPS34 [44]. Mientras que SapM, una fosfatasa 

ácida secretada por M. tuberculosis hidroliza PIP3 localizado en la cara 

citoplasmática de la membrana del fagosoma evitando su acumulación 

[43].  
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Ndk desfosforila Rab7-GTP y Rab5-GTP e inhibe el reclutamiento 

de los efectores de Rab5 y Rab 7 a los fagosomas [45]. La fosfatasa PtpA 

desfosforila VPS33B, una proteína del macrófago involucrada en la regu-

lación de la fusión de membranas, y se une a la subunidad H de la V-

ATPasa [45], interfiriendo en la acidificación del lumen fagosomal [46]. 

Por otra parte, PknG ha cobrado relevancia por su papel esencial 

en el proceso de inhibición de la maduración del fagosoma [23] (ver más 

adelante). Si bien se ha postulado que esta enzima interfiere con vías de 

señalización del hospedero a través de la fosforilación de proteínas, al día 

de hoy se desconocen los mecanismos moleculares responsables de esta 

inhibición. 

 

C. Sistemas de fosforilación de proteínas en bacterias 

1. Sistemas de fosforilación de dos componentes 

Los mecanismos de transducción de señales que involucran la fos-

forilación reversible de proteínas en procariotas son principalmente lleva-

dos a cabo por sistemas de dos componentes. En su forma más simple 

estos sistemas comprenden una quinasa de histidinas (HK) integral de 

membrana y una proteína citoplasmática que consiste en el regulador de 

respuesta asociado (RR) [47]. Como se puede observar en la Figura 3, la 



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

1. Introducción    

 18 

HK, en respuesta a estímulos ambientales, se autofosforila en un residuo 

histidina, creando un grupo fosforilo de alta energía. Subsecuentemente, 

este grupo es transferido a un residuo aspartato conservado en el RR. La 

fosforilación del RR induce un cambio conformacional que resulta en la 

activación de su dominio transmisor que efectúa la respuesta específica 

asociada [48]. 

Los genomas de micobacterias contienen una cantidad relativa-

mente baja de genes que codifican para sistemas de dos componentes 

comparados con genomas de otras bacterias del mismo tamaño. Este 

número reducido de quinasas de histidina y sus reguladores de respuesta 

asociados está compensado por mecanismos de señalización alternativos 

que involucran la fosforilación de residuos de serina y treonina [20]. 

 
 

Figura 3 Sistemas de fosforilación de dos componentes: Mecanismo de transduc-
ción de señales que involucra una proteína integral de membrana quinasa de histi-
dinas y el regulador de respuesta asociado. Adaptado de [48].  



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

1. Introducción    

 19 

2. Sistemas de fosforilación de tipo eucariota 

Durante mucho tiempo se pensó que la adición covalente de gru-

pos fosfato a las proteínas en residuos de serina, tirosina o treonina esta-

ba restringido a organismos eucariotas. Sin embargo, hoy en día se sabe 

que la fosforilación en Ser/Thr/Tyr está directamente involucrada en pro-

cesos bacterianos diversos [49] como la regulación del desarrollo, el con-

trol del crecimiento celular, etc. Asimismo, pueden funcionar como facto-

res de virulencia estando involucradas en la infectividad, y la superviven-

cia en las células del hospedero [50] y [51]. 

Estudios recientes están empezando a resolver el importante rol de 

las quinasas de proteínas en Ser y Thr (STPKs) y de las fosfatasas en la 

fisiología y virulencia de las micobacterias. Estas proteínas representan 

una prometedora nueva clase de blancos terapéuticos, y la baja identidad 

de secuencia con sus homólogos eucariotas (menor al 30%) puede ser 

explotada para incrementar la selectividad de compuestos antimicobacte-

rianos [52]. 
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D. Sistemas de fosforilación en M. tuberculosis. 

El genoma de M. tuberculosis codifica para once quinasas de pro-

teínas en serinas y treoninas, y cuenta con un número equivalente de sis-

temas de dos componentes completos y funcionales [53]. Los genes que 

codifican para STPKs se denominan pknA a pknL [53] y todas las proteí-

nas codificadas tienen la capacidad de autofosforilarse. Dos de estas 

(PknG y PknK), son proteínas citosólicas; mientras que las otras nueve 

son proteínas integrales de membrana [24], con su dominio quinasa N-

terminal conectado a través de una única hélice transmembrana con uno 

o más dominios C-terminales que sirven como sensores de señales [20]. 

Las quinasas pueden ser clasificadas en quinasas RD y quinasas 

no-RD, basándose en la presencia o ausencia de una arginina (R) adya-

cente a un aspartato catalítico (D) conservado en el bucle catalítico del 

dominio quinasa. Dicha arginina interacciona con el bucle de activación 

fosforilado y controla su plegamiento, resultando en la activación de la 

actividad quinasa [54]. La mayoría de las quinasas micobacterianas son 

de tipo RD, siendo la autofosforilación necesaria para la regulación de la 

actividad catalítica. 

PknG es única entre las quinasas de micobacterias ya que no 

cuenta con el residuo de arginina crítico, siendo así una quinasa tipo no-
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RD. La autofosforilación de PknG no juega un rol clave en su activación y 

se le atribuye un posible rol de reclutamiento de su sustrato (GarA) [55]. 

Además de las STPKs, el genoma de M. tuberculosis también in-

cluye tres genes que codifican fosfatasas de proteínas tipo eucariota [56]. 

Una fosfatasa de proteínas fosforiladas en Ser/Thr (PstP) [53] y dos fosfa-

tasas de proteínas fosforiladas en residuos Tyr (PtpA y PtpB) [20]. 

Estudios genómicos comparativos sugieren que muchas STPKs 

controlan procesos fisiológicos redundantes. De hecho, solo cuatro de las 

once quinasas de M. tuberculosis (PknA, PknB, PknG y PknK) están con-

servadas en Mycobacterium leprae, micobacteria cercana filogenética-

mente a M. tuberculosis que ha sufrido un extenso decaimiento de genes 

pero mantiene el grupo mínimo de genes necesarios para la virulencia 

[57]. En concordancia con estos resultados, análisis de mutágenesis in-

sercional mediante transposones sugieren que la mayoría de las STPKs y 

las tres fosfatasas no son esenciales para el crecimiento de M. tubercu-

losis tanto in vivo como in vitro, mientras que PknA, PknB y PknG son in-

dividualmente requeridas [58] y [59]. PknA y PknB son dos proteínas 

esenciales que están involucradas en la regulación de la forma celular 

[60] y [61], están codificadas en un mismo operón junto con pstP, rodA y 

pbpA. La importancia de PknG, así como sus funciones y estructura serán 

discutidas en la sección siguiente.  
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Debido a que la esencialidad de los genes es un criterio importante 

para el diseño de drogas antibacterianas, los resultados previos indican 

que solo unas pocas STPKs representarían blancos terapéuticos prome-

tedores para el desarrollo de nuevos antibióticos. En este trabajo nos cen-

traremos en el estudio de PknG. 

 

E. PknG 

1. Importancia de PknG 

PknG es una de las once quinasas de proteínas en Ser y Thr de ti-

po eucariota codificadas por el genoma de M. tuberculosis [53], y a dife-

rencia de la mayoría de los miembros de este grupo que son proteínas de 

membrana, PknG es una enzima soluble. Su importancia radica en la re-

gulación de procesos críticos para la sobrevida de la micobacteria en el 

hospedero. Los roles funcionales postulados para PknG incluyen la regu-

lación de procesos metabólicos [55] y la interferencia en vías de señaliza-

ción de la célula hospedera infectada [23]. La inactivación del gen pknG 

disminuye la viabilidad celular y la virulencia en modelos animales y sugie-

re un control central en el metabolismo regulando los niveles de glutama-

to/glutamina [62].  
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a) Roles de PknG en la patogenicidad de M. tu-

berculosis 

PknG juega un rol crucial en la supervivencia de las micobacterias 

patogénicas. Se ha demostrado que la deleción génica o inhibición quími-

ca de este factor de virulencia es suficiente para revertir el bloqueo de la 

maduración del fagosoma ejercido por M. tuberculosis, haciendo que el 

macrófago recupere sus capacidades degradativas en el cual las mico-

bacterias son eficientemente eliminadas [23]. 

Walburger y colaboradores [23] analizaron el tráfico intracelular de 

Mycobacterium bovis BCG deficientes en PknG en macrófagos infectados. 

Mientras que la micobacteria salvaje es capaz de sobrevivir en el macró-

fago infectado, las micobacterias fagocitadas deficientes en PknG fueron 

rápidamente degradadas en lisosomas. En concordancia con estos resul-

tados, demostraron que el tratamiento de macrófagos infectados con una 

cepa salvaje de M. bovis BCG con un inhibidor específico de PknG 

(AX20017 [54]) (ver Figura 5 b), aumenta el número de bacterias que se 

localizan en los lisosomas de forma dosis dependiente [21] y [23]. 

La sobrexpresión de PknG en una micobacteria no patógena (My-

cobacterium smegmatis) permite que ésta sobreviva en el macrófago 

mientras que la cepa salvaje o cepas que sobrexpresan una mutante inac-

tiva de PknG son rápidamente destruidas [23]. 
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Ha sido postulado que PknG es secretada al citosol de los macró-

fagos infectados, donde interfiere con vías de señalización del hospedero 

facilitando la sobrevida intracelular de las micobacterias por la inhibición 

de la fusión fagolisosomal [23]. 

Si bien el rol de PknG en la supervivencia de las micobacterias en 

el hospedero a través de la interferencia con los procesos de maduración 

fagosomal ha sido demostrado, aún se desconocen las bases molecula-

res de este efecto. Teniendo en cuenta que muchos de los factores invo-

lucrados en la regulación del tráfico intracelular están controlados por 

reacciones de fosforilación/desfosforilación, se ha postulado que el meca-

nismo de acción de PknG sería a través de la fosforilación de proteínas 

blanco en el hospedero. Hasta el momento se desconocen los blancos en 

el hospedero involucrados y la etapa específica de la maduración donde 

la quinasa interfiere.  

b) Rol de PknG en el metabolismo de la bacteria  

Si bien la función de PknG en el fagosoma es aún poco conocida, 

su papel en la fisiología de la bacteria ha sido mejor caracterizado. PknG 

participa en la regulación de la síntesis de glutamato y regulación del ciclo 

de Krebs vía la fosforilación de GarA, un sustrato endógeno [63]. GarA es 

una proteína que consiste de un dominio Forkhead-associated (FHA), con 

una extensión N-terminal que contiene un motivo conservado ETTS. Se 
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ha demostrado mediante resonancia de plasmones superficiales que un 

complejo estable entre PknG y GarA es formado únicamente cuando 

PknG se encuentra autofosforilada y GarA en una forma no fosforilada. 

Como consecuencia, se cree que la autofosforilación de PknG permite el 

reclutamiento de una forma no fosforilada de GarA vía su dominio FHA, 

que reconoce treoninas fosforiladas presentes en la región N-terminal de 

PknG [55]. 

En la micobacteria, GarA está presente como una mezcla de for-

mas fosforiladas y no fosforiladas cuyos niveles de fosforilación pueden 

ser controlados por más de una quinasa [55]. Una forma no fosforilada de 

GarA interacciona vía su dominio FHA con α-cetoglutarato descarboxilasa 

(KGD), una subunidad del complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa 

(KDH) y con Rv2476c, la única glutamato deshidrogenasa (GDH) codifi-

cada en el genoma de M. tuberculosis, inhibiendo la actividad de ambas 

enzimas [55]. Asimismo, se une y activa el glutamato sintasa (GltS). El 

efecto neto es la inhibición del ciclo de Krebs y la promoción de la síntesis 

de glutamato (ver Figura 4A) [63]. Cuando PknG fosforila GarA, ésta ya no 

es capaz de unirse a cualquiera estas enzimas. Por lo que la inhibición del 

ciclo de Krebs es eliminada [63] (ver Figura 4B). 
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Figura 4 Modelo de regulación del ciclo de Krebs y síntesis de glutamato por GarA. 
Extraído de [63]. 

 

De las once STPKs de M. tuberculosis, cuatro se conoce que fosfo-

rilan GarA en la T22, la segunda treonina del sitio ETTS (PknB, D, E y F) 

[64], pero PknG es la única quinasa conocida que fosforila GarA en la T21, 

la primer treonina del sitio ETTS [55]. La fosforilación de estos residuos es 

mutuamente excluyente, evidenciando que GarA es un intermediario de 

más de una vía de señalización [55].  

Debido a los procesos celulares críticos que controla, la inhibición 

de PknG ha emergido como un blanco atractivo para el descubrimiento de 

drogas. El principal desafío es alcanzar la inhibición selectiva de PknG, ya 

que el mecanismo catalítico y el plegamiento proteico de las STPKs acti-

vas está conservado desde procariotas a eucariotas. Para alcanzar dicho 

objetivo es necesario conocer su estructura en profundidad.  
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2. Estructura de PknG  

PknG es una enzima de 82 kDa, que consiste de tres dominios es-

tructurales cuya combinación no ha sido encontrada en ninguna otra qui-

nasa. Tiene un dominio rubredoxina N-terminal, un dominio quinasa cen-

tral, y un motivo TPR en C-terminal [54] (ver Figura 5). 

a) Secuencia N-terminal 

La secuencia N-terminal, que precede al dominio quinasa contiene 

los sitios de autofosforilación [55] y un pequeño dominio globular tipo 

rubredoxina (Rbx) [54]. Este último, está definido por la presencia de cua-

tro residuos de cisteínas conservadas, presentes en dos motivos Cys-X-X-

Cys-Gly (siendo X un aminoácido cualquiera) responsables de coordinar 

un ion metálico [65]. La estructura cristalográfica de PknG confirma que 

este interacciona con los dos lóbulos del dominio quinasa, situándose so-

bre el sitio activo sin ocluir la accesibilidad al mismo [54]. En bacterias se 

ha visto que este dominio participa en reacciones de transferencia de 

electrones [66]. 

El mutante de PknG resultante de sustitución simultánea de las 

cuatro cisteínas que coordinan el ion metálico (C106, C109, C128, y C131) por 

serinas presenta una disminución significativa de la actividad enzimática 

[67], demostrando que el dominio Rbx tiene un rol funcional o estructural 
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clave en la proteína. Posiblemente, permita la modulación de la actividad 

de PknG de acuerdo al ambiente redox [67]. 

b) Dominio quinasa 

El dominio quinasa de PknG exhibe una organización de dos lóbu-

los conservada entre las STPK. El lóbulo N-terminal contiene el sitio de 

unión al ATP, mientras que el lóbulo C-terminal está involucrado en formar 

interacciones estabilizantes con el sustrato [54], [68] y [69].  

c) C-terminal 

El dominio C-terminal de PknG contiene un motivo repetidos de te-

tratricopéptidos (TPR), dominio encargado de mediar interacciones pro-

teína-proteína [54]. Este dominio interacciona con el lóbulo C-terminal del 

dominio quinasa de PknG, y forma un extensivo contacto lateral con el 

dominio TPR de la segunda molécula de PknG del dímero. 
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Figura 5 Estructura de PknG. (a) Dominios de PknG y sus sitios de fosforila-
ción: se muestran la región N-terminal que contiene el dominio rubredoxina y 
los sitios de fosforilación; el dominio quinasa y la región C–terminal que inclu-
ye el dominio TPR que contiene repetidos de tetratricopéptidos. Extraído de 
[55]. (b) Estructura cristalográfica de rayos X de PknG y un inhibidor (AX20017) 
(código PDB 2PZI): los tres dominios de la subunidad izquierda están marca-
dos en diferentes colores (RD, dominio rubredoxina con su metal unido, (cad-
mio en la estructura presente); KD, dominio quinasa; TPRD, dominio TPR). Ex-
traído de [54]. 
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3. Inhibidores de PknG 

Existen muy pocos inhibidores de PknG reportados, todos ellos di-

rigidos hacia el sitio activo de la enzima y de potencia moderada [21], [54], 

y [70]. Debido a que el plegamiento del dominio quinasa es altamente 

conservado incluso entre diferentes reinos, pueden existir problemas de 

especificidad en la inhibición de PknG dirigida al sitio activo. Una estrate-

gia alternativa consiste en apuntar a otros dominios de la proteína, explo-

tando sus características estructurales únicas para inhibir selectivamente 

la actividad quinasa de PknG in vitro. 

Entre los posibles sitios blancos ha cobrado relevancia el dominio 

Rbx, debido a que puede ser modificado específicamente por la adición 

de una molécula electrofílica que reaccione con las cisteínas de ese do-

minio. 

Derivados electrofílicos de ácidos grasos insaturados son interme-

diarios de señalización que inducen respuestas antiinflamatorias y quimio-

terapéuticas. En particular, la nitración confiere a los ácidos grasos insatu-

rados una fuerte reactividad electrofílica que media la nitroalquilación re-

versible de proteínas blanco. El grupo nitro (NO2) olefínico de los ácidos 

grasos nitrados (NO2-FA), funciona como un sustituyente aceptor de elec-

trones que media la reactividad electrofílica del carbono β al NO2. Esta 

configuración promueve la nitroalquilación de residuos nucleofílicos críti-
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cos de histidina o cisteína [71], vía reacciones de adición de Michael, que 

son típicamente revertidas por tioles [71], [72] y [73], modulando tanto la 

función como la distribución subcelular de sus proteínas blanco [72].  

Recientemente, la Unidad de Bioquímica y Proteómica Analíticas 

del Institut Pasteur de Montevideo a la que pertenezco, reportó la inhibi-

ción irreversible de PknG por un ácido graso nitrado (el ácido nitro-oleico; 

OA-NO2 cuya estructura se observa en la Figura 6) a través de un meca-

nismo novedoso que involucra la liberación de ion metálico del domino 

rubredoxina de PknG [74]. Este hallazgo, que fue patentado [75], pone de 

manifiesto una estrategia innovadora para inducir la inhibición específica 

de este importante factor de virulencia de M. tuberculosis. 

 

 

Figura 6 Estructura de ácido oleico nitrado (OA-NO2). El ácido nitro-oleico         
(OA-NO2), fue sintetizado por nitrosilación del ácido oleico y constituye una mezcla 
de dos isómero ácido 9- y 10-nitro-9-cis-octadecaenoico. Extraído de [76]. 
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F. Métodos para estudiar la inhibición de la madura-
ción del fagosoma por PknG  

Resultados previos de nuestro laboratorio apuntan a que PknG ais-

lada es capaz de inhibir la maduración del fagosoma en un modelo de 

fagocitosis de partículas de látex (LB) [77]. 

El modelo de fagocitosis utilizando partículas inertes de látex fue in-

troducido por Weisman y Korn en 1969 en Acanthamoeba [78] y fue re-

descubierto en 1994 por Desjardins [31] para analizar las funciones fago-

somales en macrófagos murinos de la línea J774A.1. Este versátil sistema 

permite realizar un análisis bioquímico completo y ensayos funcionales 

para estudiar los mecanismos moleculares que regulan la función fago-

somal. 

Las LB utilizadas están formadas a partir de poliestireno y presen-

tan una alta densidad de grupos aldehído (que permiten un fácil acopla-

miento covalente de proteínas) y de grupos sulfato que permiten la reten-

ción de la estabilidad durante el proceso de acoplamiento. 

Como ventaja adicional, su densidad característica facilita la purifi-

cación de los fagosomas en un único paso, por flotación en un gradiente 

discontinuo de sacarosa. A diferencia de la mayoría de las metodologías 

basadas en el aislamiento de organelos en función de su densidad intrín-

seca, el aislamiento de los fagosomas que contienen LB se ve facilitado 
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por la baja densidad de flotación del látex, lo que permite aislar los fago-

somas en regiones del gradiente de sacarosa en los que no se detectan 

otros organelos celulares [31]. 

1. Análisis proteómico de fagosomas aislados por espec-
trometría de masa 

Una estrategia que se pude utilizar para estudiar el proceso de ma-

duración fagosomal se basa en el aislamiento de fagosomas y posterior 

identificación de marcadores de su maduración mediante el análisis de su 

proteoma por espectrometría de masa.  

Mediante el aislamiento de fagosomas conteniendo LB a la que se 

le han acoplado PknG y variantes de la misma, y posterior identificación 

de las proteínas presentes en los mismos será posible evaluar el estado 

de maduración fagosomal en diferentes condiciones. 

La espectrometría de masa es una técnica analítica que mide la re-

lación masa/carga (m/z) de iones moleculares en fase gaseosa, genera-

dos a partir de moléculas neutras. Involucra la generación de iones en 

fase gaseosa; su análisis de acuerdo a su relación m/z; y su posterior de-

tección. Como resultado se obtiene una representación de la relación ma-

sa/carga en función de la intensidad de señal detectada [79]. Las estrate-

gias fundamentales para la identificación de proteínas por espectrometría 

de masa se clasifican en top-down y bottom-up en función de si las pro-
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teínas son fragmentadas o no previo a su introducción al espectrómetro 

de masa. En el primer caso, los analitos introducidos en el analizador son 

péptidos generados por hidrólisis enzimática de una o más proteínas. 

Mientras que en una aproximación tipo top-down se introducen los iones 

moleculares de proteínas intactas (ver Figura 7) [79]. 

Dentro de las estrategias proteómicas comparativas bottom-up se 

diferencian dos aproximaciones: una aproximación clásica y una aproxi-

mación tipo shotgun. 

 

Figura 7 Estrategias proteómicas bottom-up y top-down utilizadas para la identifi-
cación de proteínas por espectrometría de masa. En la primera estrategia, las pro-
teínas son identificadas a partir de MS/MS de los péptidos generados de la hidróli-
sis enzimática. La misma se puede realizar una aproximación clásica con geles 2D 
o una aproximación tipo shotgun. Por otra parte, en una aproximación tipo         
top-down, las proteínas son identificados a partir de MS/MS de los iones molecula-
res de proteínas intactas. Adaptado de [80].  
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a) Aproximación clásica 

En la aproximación clásica de la proteómica bottom-up, las proteí-

nas son separadas por su punto isoeléctrico y su masa molecular median-

te electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (2D-PAGE). Una vez resueltas las proteínas, general-

mente los geles se tiñen con azul de Coomassie o nitrato de plata. La   

2D-PAGE es una técnica de gran resolución, sin embargo, es laboriosa, 

de baja reproducibilidad y poco automatizada. 

Existe una variante de la electroforesis bidimensional, denominada 

electroforesis diferencial en gel (DIGE) que evita los problemas de repro-

ducibilidad asociados a un 2D estándar. A diferencia del 2D-PAGE en el 

que las proteínas son teñidas en el gel, en el DIGE primero se marcan las 

proteínas de cada muestra con diferentes fluoróforos, permitiendo así la 

comigración de muestras en un mismo gel [81]. La utilización de un siste-

ma de detección de fluorescencia permite obtener una mayor sensibilidad 

que una tinción convencional y la comigración en un mismo gel reduce la 

variabilidad asociada a la técnica de 2D convencional. El DIGE incluye un 

estándar interno que permite que todas las muestras, incluso aquellas que 

corren en otros geles puedan ser fácilmente comparadas y cuantificadas. 

El estándar interno consiste en una mezcla de todas las muestras anali-

zadas durante el experimento, y se corre en cada gel hasta con dos 
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muestras. Este hecho implica que existe un estándar para cada punto en 

el gel, y que todos los geles dentro del mismo experimento están cuantita-

tivamente ligados [81]. 

Luego de la separación de las proteínas, ya sea por 2D-PAGE o 

por DIGE, se procede a escanear los geles y a realizar un análisis me-

diante un software adecuado. Se escinden las bandas de gel correspon-

dientes a las proteínas de interés. Se extraen los péptidos por una hidroli-

sis enzimática y se analizan los péptidos generados mediante espectro-

metría de masa, frecuentemente, por MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 

Desorption/ Ionization Time of Flight Mass Spectrometry). 

La identificación de las proteínas se lleva a cabo a partir de la com-

paración de las masas moleculares de péptidos trípticos (peptide mass 

Fingerprinting), o bien a partir del espectro de fragmentación de uno o 

más de sus péptidos, con masas teóricas obtenidas por una digestión in 

silico de secuencias disponibles en bases de datos [79]. 
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Figura 8 Aproximación clásica de la estrategia bottom-up en proteómica. Las pro-
teínas, son separadas por 2D-PAGE y posterior tinción o por 2D-DIGE. Luego, se 
escanean y analizan los geles mediante un software adecuado. Se seleccionan y 
cortan los spots correspondientes a las proteínas de interés, se extraen los pépti-
dos por una hidrolisis enzimática in gel y se analizan mediante espectrometría de 
masa. La identificación de las proteínas originales es llevada a cabo comparando 
las masas moleculares experimentales con masas teóricas obtenidas por una di-
gestión in silico de secuencias disponibles en bases de datos. 

 

b) Aproximación Shotgun 

La aproximación tipo shotgun de la proteómica bottom-up, combina 

la digestión enzimática de mezclas de proteínas, sin necesidad de una 

separación previa con el análisis basado en la espectrometría de masa 

(MS) y MS/MS [82] (ver Figura 9). 

Los péptidos generados son separados mediante un sistema de 

cromatografía líquida (LC), que puede ser mono o multidimensional, a 

medida que eluyen son detectados y subsecuentemente fragmentados 

mediante un análisis de masa en tándem. En caso de muestras complejas 
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se realizan separaciones bidimensionales de las proteínas, primero según 

su carga en una cromatografía líquida de intercambio catiónico y luego 

según su hidrofobicidad en una cromatografía líquida de fase reversa. Sin 

embargo, muestras de proteínas poco complejas como el proteoma fago-

somal, pueden ser separadas en una cromatografía monodimensional 

utilizando una cromatografía líquida de fase reversa.  

Los iones generados en la fuente de iones son continuamente re-

gistrados para generar un espectro de masa, a menudo referido como 

escaneo de exploración (MS). El espectrómetro de masa a continuación, 

selecciona automáticamente iones de péptidos detectados, llamados io-

nes precursores, los aísla y somete a fragmentación activada por colisión 

con un gas inerte como el N2 o el argón (CAD) y registra el espectro de 

masa de iones de fragmento resultantes (MS/MS) [82]. Luego, los espec-

tros de iones de fragmento se asignan a sus correspondientes secuencias 

de péptidos [83], ya sea por los algoritmos de búsqueda de base de datos 

(método más común) [84], o de algoritmos de novo, que infieren la se-

cuencia del péptido directamente del espectro [85].  

Para la identificación precisa de los péptidos, a partir de sus espec-

tros de fragmentación por algoritmos de búsqueda de base de datos, es 

necesario distinguir entre aquellas asignaciones correctas, de las que se 

han realizado al azar. La proporción estimada de falsos positivos en una 
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población de péptidos identificados se expresa por la tasa de asignacio-

nes incorrectas o FDR (false discovery rate). El FDR es determinado a 

partir del número de asignaciones que se obtendría a partir de la misma 

colección de espectros en una búsqueda contra una base de datos se-

ñuelo compuesta por secuencias aminoacídicas invertidas (carboxilo ter-

minal a aminoterminal) [86]. 

Finalmente, durante la inferencia de proteínas, el conjunto de las 

proteínas representadas por las asignaciones espectro-péptido se calcu-

lan. Este proceso es complejo, ya que algunos péptidos son compartidos 

entre diferentes proteínas y no permiten asignaciones de proteínas sin 

ambigüedades.  

Por último, el número total de espectros que identifican péptidos 

procedentes de una determinada proteína se correlaciona linealmente con 

la abundancia relativa en la muestra de origen [87]. Este hecho permite 

realizar comparaciones cuantitativas de los niveles de proteína entre las 

muestras a partir de los recuentos espectrales de todos los péptidos de 

una proteína. Es importante tener en cuenta que la composición de un 

péptido determina sus propiedades fisicoquímicas, y puede afectar la efi-

ciencia en la ionización del mismo, afectando su detección por MS, ses-

gando los coeficientes espectrales de recuento [88].   
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Figura 9 Aproximación tipo shotgun de la estrategia bottom-up en proteómica Las 
proteínas se escinden enzimáticamente en péptidos (paso 1) y son resueltos me-
diante una separación simple o multidimensional (paso 2). Los péptidos que elu-
yen de la columna de cromatografía se ionizan y son continuamente registrados 
para generar un espectro de masas, a menudo referido como escaneo de explora-
ción (MS) (paso 3). Iones precursores individuales se seleccionan y son sometidos 
a una fragmentación activada por colisión (CAD), que genera un espectro de los 
fragmentos iónicos característico para cada secuencia peptídica (MS/MS) (paso 4). 
Durante el paso 5, los espectros de fragmentación se asignan a sus correspon-
dientes secuencias de péptidos. Finalmente, se infieren las proteínas presentes 
(paso 6). Extraído de [89] 

  



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

1. Introducción    

 41 

2. Microscopía de fluorescencia con LB y FITC-dextrano 

En nuestro laboratorio se ha puesto a punto un modelo que utiliza 

LB y dextrano conjugado a isotiocianato de fluoresceína (dextrano-FITC) 

como sonda de cargado lisosomal. El dextrano, cuya estructura se obser-

va en la Figura 10, consiste en un polímero de la anhidroglucosa que no 

es metabolizable por el macrófago y se acumula en los lisosomas celula-

res. 

 

 

Figura 10 Estructura de dextrano acoplado covalentemente a fluoresceína (dex-
trano-FITC). Polímero de la anhidroglucosa compuesto de aproximadamente 95% 
de enlaces α-D-(1-6), con ramificaciones α-D-(1-3). Se asume que el sitio de unión 
de FITC puede ser asociado aleatoriamente a cualquier grupo hidroxilo. Extraído 
de [90]. 
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En los experimentos realizados previamente por otros integrantes 

de la Unidad se procedió a acoplar a las LB PknG y variantes de elimina-

ción de dominios de la misma; y a estudiar la colocalización de las partícu-

las fagocitadas por macrófagos murinos con la sonda de cargado lisoso-

mal. Si una partícula fagocitada madura, ocurrirá una fusión con los liso-

somas y la señal fluorescente de la fluoresceína rodeará a la LB. Por otra 

parte, si la maduración del fagosoma que contiene a la LB es inhibida, no 

colocalizará con la señal fluorescente. Finalmente, el experimentador pro-

cede a realizar un recuento de las LB positivas y negativas para el proce-

so de maduración fagosomal en cada condición. Mediante esta aproxima-

ción se demostró que PknG es capaz de ejercer un efecto inhibitorio en el 

proceso de maduración fagosomal [77]. 

Las imágenes obtenidas en microscopía de epifluorescencia su-

perponen estructuras que están alineadas en el eje óptico. Por lo que esta 

metodología no permite diferenciar LB que han sido interiorizadas de las 

que se encuentran en planos superiores a la célula. 

Por otro lado, discernir entre LB que maduraron o no a fagolisoso-

mas es complejo debido a que la refringencia de las LB no se puede dis-

tinguir de la fluorescencia intrínseca de la partícula. Asimismo, los lisoso-

mas que se encuentran dispersos en el citoplasma dificultan aún más esta 

distinción.  
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3. Microscopía confocal con sondas fluorescentes LAUR-
DAN y pHrodo® 

Es posible estudiar el proceso de maduración fagosomal mediante 

microscopía láser confocal. La misma presenta ventajas frente a la mi-

croscopía óptica convencional de fluorescencia. Utiliza un microscopio 

bastante similar, sin embargo, la microscopía confocal permite obtener 

imágenes extremadamente nítidas de un único plano de interés iluminado. 

Esto es posible, gracias a que se coloca en el camino óptico una barrera 

opaca que deja pasar la luz por un pequeño orificio central (denominado 

pinhole). Esta barrera hace que la mayor parte de la luz que proviene de 

planos superiores e inferiores del plano del cual se desea obtener la ima-

gen sea detenida y no llegue al detector del microscopio. Mediante la ob-

tención de imágenes en planos confocales adyacentes se puede realizar 

una reconstrucción en los ejes xz e yz que permite discriminar estructuras 

que están alineadas en el eje óptico. Esto es de especial interés para 

nuestro abordaje experimental ya que permite la distinción entre LB fago-

citadas y no fagocitadas. 

El LAURDAN (6-dodecanoil-2-dimetil-aminonaftaleno) es una son-

da fluorescente de membrana, que puede ser utilizada para distinguir las 

LB extracelulares de las interiorizadas. Por otro lado, es sensible a la po-

laridad del entorno siendo utilizada para detectar cambios en las propie-

dades de fase de las membrana [91]. Como fue especificado previamente, 
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está reportada la ocurrencia de cambios en la composición de los fosfolí-

pidos de membrana durante la maduración de los fagosomas (fagosomas 

tempranos están enriquecidos en fosfatidilcolina, mientras que fagosomas 

tardíos lo están en esfingomielina) [41]. Por tanto, esta sonda no sólo se-

ría útil para revelar la presencia de membrana alrededor de la LB sino que 

también permitiría evaluar modificaciones en la fluidez de la membrana 

del fagosoma durante el proceso de maduración. 

El LAURDAN se localiza en la región hidrofóbica de la bicapa fosfo-

lipídica con la porción ácido láurico alineada en paralelo con las cadenas 

acilo de los fosfolípidos y el residuo naftaleno, localizado a nivel del es-

queleto del glicerol de los fosfolípidos hacia el ambiente acuoso (ver Figu-

ra 11) [91]. El grupo naftaleno, fluoróforo del LAURDAN, presenta un mo-

mento dipolar permanente debido a la separación parcial de cargas entre 

el 2-dimetilamino y el 6-carbonilo [92]. En el estado excitado, el momento 

dipolar aumenta causando una reorientación de las moléculas de agua 

que lo rodean. La energía requerida para la reorientación de las molécu-

las de agua presentes en la interfase lipídica disminuye la energía del es-

tado excitado emitiendo entonces a longitudes de onda mayores, fenó-

meno denominado relajación dipolar.  

Variaciones en el contenido y/o movilidad de moléculas de agua 

presentes causan diferencias en los espectros de emisión del LAURDAN. 
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El espectro de emisión del LAURDAN en una membrana rígida (lípidos en 

fase gel) tiene un máximo de emisión centrado en 440 nm, mientras que 

la emisión en una bicapa fluida (en fase líquido-cristalina) está centrada 

en 490 nm (ver Figura 12). Los cambios en el espectro de emisión aso-

ciados con la sensibilidad al solvente son cuantificados mediante el cálcu-

lo de GP (Generalized Polarization) [93]. 

 

 

Figura 11 Estructura, ubicación y relación dipolar del LAURDAN (a) Se observa la 
localización del LAURDAN en la membrana plasmática, con el residuo de ácido 
láurico incrustado en la membrana paralelamente a los grupos acilo de los fosfolí-
pidos; mientras que el grupo naftaleno fluorescente se encuentra a nivel del es-
queleto glicerol. En naranja se representa el momento dipolar del grupo naftaleno. 
(b) Diagrama que muestra los cambios en el momento dipolar del LAURDAN luego 
de la excitación desde el estado basal (S0) y su posterior relajación desde (S1). El 
corrimiento espectral de la emisión del LAURDAN ocurre cuando las moléculas de 
H2O (representadas como flechas) se reorganizan debido al aumento del momento 
dipolar del LAURDAN durante su excitación. Adaptado de [91]. 

 



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

1. Introducción    

 46 

El valor de GP varía entre -1 y +1. Valores altos indican una menor 

relajación dipolar lo cual implican un entorno más rígido. Se calcula: 

𝐺𝑃 =
𝐼440−𝐼490

𝐼440+𝐼490
 siendo I440 e I490 los máximos de intensidad a 440 nm y 490 

nm respectivamente. 

 

Figura 12 Penetración de agua en membranas según el estado de agregación.      
La transición de fases en membranas cambia el contenido de agua en la interfase 
lípido acuoso. El contenido de agua modifica el microentorno del grupo naftaleno, 
produciendo un corrimiento en el espectro de emisión de LAURDAN. Extraído de 
[94]. 

Esta metodología también incorpora una sonda fluorescente, de-

nominada pHrodo® Red AM que funciona como indicador de pH. Es una 

sonda fluorescente, que se excita a 560 nm y emite a 585 nm, e incre-

menta dramáticamente su fluorescencia cuando el pH del medio que lo 

rodea se acidifica (tal y como se observa en la Figura 13) [95]. Tiene un 

pKa ~6.5 y puede ser utilizado para cuantificar el pH celular en un rango 
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de 4-9. Consiste en una molécula no cargada que puede penetrar las 

membranas celulares. Una vez dentro de la célula, esterasas celulares no 

específicas escinden grupos de bloqueo lipófilos, dando como resultado 

un compuesto que es retenido dentro del espacio intracelular [95]. 

 

Figura 13 Espectro de emisión de pHrodo
®
 Red. Extraído de [95]. 

 

La utilización de pHrodo® permite evaluar la acidificación de los 

compartimientos que contienen a las LB durante la maduración del fago-

soma. La determinación de la intensidad de fluorescencia del pHrodo® en 

fagosomas conteniendo LB a la que se le han acoplado PknG y variantes 

de la misma, permite realizar comparaciones relativas entre el nivel de 

acidificación en cada condición. El uso posterior del Kit de Calibración del 

pH intracelular (Thermo Scientific) permite que este pH sea cuantificado. 
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VI. Objetivos 

A. Objetivo general 

Resultados previos de nuestro laboratorio apuntan a que 
PknG, una quinasa de proteínas de Mycobacterium tu-
berculosis, es capaz de inhibir la maduración del fago-
soma en un modelo de fagocitosis de partículas de látex.  

El objetivo general del presente trabajo es explorar la uti-
lidad de nuevas herramientas metodológicas para eva-
luar la maduración del fagosoma y su modulación por 
PknG. 

B. Objetivos específicos 

1. Evaluar modelos proteómicos para el análisis de la ma-
duración fagosomal y su regulación por PknG. 

2. Evaluar la modulación de la maduración fagosomal por 
PknG mediante microscopía de epifluorescencia y confo-
cal utilizando diferentes sondas fluorescentes.  

Para ello se realizarán las siguientes actividades: 

a) Producción de PknG como proteína recombi-

nante, evaluación de su actividad e inhibición con in-

hibidores irreversibles.  

b) Ensayos de fagocitosis y purificación de fago-

somas para análisis proteómicos. 

c) Ensayos de fagocitosis y análisis de la madu-

ración del fagosoma por microscopía de epifluores-

cencia y confocal.  
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VII. Materiales y métodos 

A. Reactivos 

Los reactivos generales de laboratorio, salvo cuando se especifique 

lo contrario, fueron adquiridos en Sigma Chemical Company (St. Louis, 

MO, USA). 

El ácido 9-octadecanoico (OA) fue comprado en Nu-Check Prep 

(Elysian, MN) y el ácido 9 y 10-nitro-octadeca-9-cis-enoico (OA-NO2) fue 

preparado como se describe en [76]. 

Las microcolumnas de fase reversa C18 (OMIX® Tips) para la pre-

paración de la muestra para espectrometría de masa fueron adquiridas en 

Varian (Lake Forest, CA), y la tripsina grado secuenciación se obtuvo en 

Promega (Madison, WI, USA). 

Las partículas de látex de poliestrieno fueron adquiridas en Molecu-

lar Probes®, el medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), la 

mezcla de antibióticos estreptomicina y penicilina (Pen Strep) y el suero 

fetal bovino en Gibco®. Las sondas fluorescentes utilizadas para micros-

copía pHrodo®, dextrano conjugado a fluoresceína-5-isotiocianato (FITC) 

y LAURDAN (6-Dodecanoil-N,N-dimetil-2-naftilamina) se obtuvieron de 

Molecular Probes®.   
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B. Métodos 

1. Producción y purificación de proteínas recombinantes 

a) Producción y purificación de PknG 

Se dispone en el laboratorio del plásmido pM20 para la expresión 

de PknG (Rv0410c), que fue amablemente cedido por el Dr. Pedro Alzari 

(Unité de Microbiologie Structurale, Institut Pasteur) [55]. Este plásmido 

codifica para PknG a la cual se le agregó una extensión de seis histidinas 

en el extremo amino terminal precedida por una secuencia que corres-

ponde al sitio de corte para la proteasa del virus del mosaico del tabaco 

(TEV). 

La cepa BL21 (DE3) de Escherichia coli fue transformada con el 

plásmido pM20. Las células transformadas se dejaron crecer por 24 horas 

a 30 °C en medio Luria Bertani suplementado con FeCl3 100 μM. Una vez 

transcurrido este período, los cultivos se centrifugaron a 5000 g por 30 

minutos a 4 °C y se conservan a -20 °C hasta su uso. Los pellets de E. 

coli fueron resuspendidos en solución tampón de lisis (NaH2PO4 25 mM, 

NaCl 500 mM, glicerol 5%, imidazol 25 mM, pH 8,0) suplementado con 

inhibidor de proteasas (complete protease inhibitor cocktail, Roche). Para 

romper las células se utilizó un sonicador Branson Digital 250 (Danbury, 

CT, USA) y se realizaron cinco ciclos de sonicado (60 segundos ON, 60 

segundos OFF) en hielo con una amplitud de 40%. 
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Los lisados fueron centrifugados a 26800 g por 1 hora, filtrados en 

filtros de 0,45 m y cargados en una columna de IMAC Ni2+ HisTrapTM 

(GE Healthcare) de 5 mL equilibrada en solución tampón A (NaH2PO4 5 

mM, Na2HPO4 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 25 mM, glicerol 5%, pH 

8,0). La columna HisTrapTM (GE Healthcare) contiene una resina con ní-

quel (Ni2+) coordinado que interacciona con la cola de seis histidinas pre-

sente en el extremo N-terminal de la proteína recombinante. Siguiendo la 

metodología indicada por el fabricante la proteína recombinante fue purifi-

cada aplicando un gradiente lineal de imidazol (25–400 mM) a un flujo de 

2 mL/min. La cromatografía se realizó conectando la columna a un siste-

ma de cromatografía líquida ÄKTA Prime Plus (GE Healthcare).  

Se verificó cuáles de las fracciones obtenidas contenían PknG por 

SDS-PAGE 12%. Se agruparon las fracciones y se dializaron durante 16 h 

a 4 °C, contra Tris-HCl 50 mM, NaCl 500 mM, glicerol 5%, pH 8,0. Se mi-

dió la concentración de proteínas por ensayo colorimétrico de Bradford. 

Se concentró hasta 15 mL utilizando un dispositivo de ultrafiltración Vi-

vaspin (Sartorius) y se determinó la concentración de proteínas por ab-

sorbancia a 280 nm (ε280 nm = 0,904, 1 g/L). 

Posteriormente, PknG fue purificada mediante una cromatografía 

de exclusión molecular en una columna HiLoad 26/60 Superdex 200 prep 

grade (GE Healthcare) equilibrada en 50 mM Tris-HCl, NaCl 250 mM, gli-
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cerol 5%, pH 8,0. Se recolectaron las fracciones que corresponden al pico 

de PknG y se concentraron usando un dispositivo de ultrafiltración Vivas-

pin con un cut-off de masa molecular de 10 kDa (Sartorius). La proteína 

concentrada fue congelada rápidamente en nitrógeno líquido y almacena-

da a -80 °C. Su identidad fue confirmada por espectrometría de masa de 

tipo MALDI-TOF (4800 MALDI TOF/TOF, Abi Sciex) según se describe 

más adelante.  

b) Producción y purificación de GarA 

Se dispone en el laboratorio del plásmido PL383 que contiene la 

secuencia codificante de GarA con una etiqueta de hexahistidinas prece-

dida por una secuencia que corresponde al sitio de corte para la proteasa 

TEV, que fue generado en el laboratorio del Dr. Pedro Alzari (Unité de 

Microbiologie Structurale, Institut Pasteur) [55]. 

La producción de GarA (Rv1827) se realizó en la cepa de E.coli 

BL21 (AI) transformada con PL383. Las células se cultivaron en medio 

Luria Bertani suplementado con glucosa 0,1% (w/v) y tetraciclina 10 

μg/mL a 37 °C hasta DO600nm = 0,6.  

La expresión de GarA se indujo mediante el agregado de           

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 1mM y arabinosa 0,02% y se 

incubó a 22 °C por 18 horas. Luego, las células fueron recolectadas por 
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centrifugación y resuspendidas en solución tampón A (NaH2PO4 5 mM, 

Na2HPO4 50 mM, NaCl 500 mM, glicerol 5%, imidazol 25 mM, pH 8,0) su-

plementado con cocktail completo inhibidor de proteasas (Roche). 

Análogamente a PknG, GarA primero se purificó por IMAC en una 

cromatografía de afinidad en una columna HisTrapTM Ni2+ (GE Healthcare) 

la cual fue previamente equilibrada en solución tampón A (NaH2PO4 5 

mM, Na2HPO4 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 25 mM, glicerol 5%, pH 

8,0). La proteína recombinante se eluyó aplicando un gradiente lineal de 

imidazol de 20–400 mM, a un flujo de 2 mL/min. La cromatografía se rea-

liza conectando la columna a un sistema de cromatografía líquida de pro-

teínas ÄKTA Prime Plus (GE Healthcare).  

Se verificó mediante SDS-PAGE cuales de las fracciones obtenidas 

contenían GarA. Se reunieron las fracciones y se cuantificaron las proteí-

nas por Bradford. Luego, se dializaron durante 16 h a 18°C, contra      

Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, glicerol 5%, DTT 1 mM, pH 7,6, en pre-

sencia de la proteasa TEV en una relación 1:30 que remueve la etiqueta 

de poli-histidinas (His6). Se recuperó el dializado y se realizó una separa-

ción en una columna de agarosa Ni-NTA (Qiagen), donde quedan reteni-

das las colas de histidina y la TEV, ya que esta última también cuenta con 

una cola de histidinas. Se concentró hasta 5 mL utilizando Vivaspin y 

nuevamente se determinó la concentración proteica por Bradford. 
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Posteriormente, GarA fue purificada mediante una cromatografía 

de exclusión molecular en una columna HiLoad 26/60 Superdex 75 prep 

grade (GE Healthcare) equilibrada en Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, gli-

cerol 5%, pH 7,6 a un flujo de 1mL/min. 

Se recolectaron las fracciones que corresponden al pico de GarA 

verificando su presencia por SDS-PAGE. Luego se concentraron conjun-

tamente usando un dispositivo de ultrafiltración Vivaspin con un cut-off de 

masa molecular de 10 kDa (Sartorius). La proteína concentrada fue con-

gelada rápidamente en nitrógeno líquido y almacenada a -80 °C. Su iden-

tidad fue confirmada por espectrometría de masa de tipo MALDI-TOF 

(4800 MALDI TOF/TOF, Abi Sciex) según se describe más adelante.  

2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

Las fracciones de los pasos de purificación se analizan por electro-

foresis desnaturalizante en gel de poliacrilamida en una dimensión (SDS-

PAGE). Para ser analizadas por SDS-PAGE las muestras se mezclaron 

con solución tampón de carga (Tris-HCl 125 mM pH 6,75, glicerol 20%, 

dodecil sulfato sódico (SDS) 4%, β-mercapotetanol 0,05% y azul de bro-

mofenol 0,002%), y se incubaron 10 minutos a 95 °C para llevar a cabo el 

tratamiento desnaturalizante. 
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La separación de proteínas mediante SDS-PAGE se llevó a cabo 

de acuerdo a protocolos previamente descriptos (Amersham Bioscience, 

1999). Se preparó una solución madre de acrilamida 30% y bisacrilamida 

0,8%, y se realizaron geles de poliacrilamida de 1 mm de espesor, con un 

porcentaje de entrecruzamiento de 5% para el gel concentrador y de 10%, 

12% o 15% para el gel separador.  

Posteriormente, se cargaron las muestras y el marcador de peso 

molecular preteñido tipo Rainbow (Thermo Scientific). La electroforesis se 

llevó a cabo con solución tampón de corrida (glicina 0,192 M, SDS 0,1%, 

Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3) y se empleó una cuba de electroforesis Hoefer 

SE 260 (GE Healthcare). La electroforesis se realizó a 10 mA/gel hasta 

que el frente de corrida llegó al gel separador, y luego a 20 mA/gel hasta 

la finalización de la misma. 

3. Ensayo colorimétrico de Bradford 

La concentración de proteínas se determinó mediante el ensayo 

colorimétrico de Bradford. Se realizó una curva de calibración con dilucio-

nes seriadas de un estándar de seroalbúmina bovina (BSA). La absor-

bancia de las muestras y de la curva de calibración se midió a 595 nm, 

luego de una breve incubación a temperatura ambiente con el reactivo de 

Bradford.  
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4. Preparación de la muestra para análisis por espectrome-
tría de masa 

a) GarA o PknG 

Previo a los análisis por espectrometría de masa, la proteína fue 

desalada utilizando una micro-columna de fase reversa C18 (OMIX® Tips, 

Varian) y eluida directamente en la placa de MALDI utilizando ácido si-

napínico como matriz (solución saturada en acetonitrilo-H2O 50%, ácido 

trifluoroacético (TFA) 0,2%). 

b) GarA o PknG digerida con tripsina 

La digestión proteolítica fue realizada por incubación de la proteína 

recombinante con tripsina en solución tampón bicarbonato de amonio 50 

mM, pH 8,3, durante toda la noche a 37 °C. Se tomaron alícuotas de 1 µL 

de la muestra y se mezclaron con el mismo volumen de una solución satu-

rada de la matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (CHCA, Sigma) TFA 

0,1%, acetonitrilo 50%. Las muestras se colocaron directamente sobre la 

placa y se dejaron secar a temperatura ambiente. 

Para minimizar la contaminación con queratinas humanas, todos 

los pasos de preparación de las muestras se llevaron usando guantes de 

látex sin talco en una cámara de flujo laminar (ESCO). 
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5. Espectrometría de masa 

Las medidas de espectrometría de masa fueron realizadas en un 

espectrómetro de masa 4800 MALDI TOF/TOF Analyser, Abi Sciex, equi-

pado con un láser de N2 (337 nm). El software utilizado para la adquisición 

de los espectros fue 4000 Series Explorer (Applied Biosystems). Los es-

pectros fueron externamente calibrados con una mezcla de péptidos de 

masa molecular conocida (Abi Sciex) y su procesamiento fue realizado en 

el software Data Explorer v. 4,9 (Applied Biosystems). 

La masa molecular de una proteína sin digerir se determinó ope-

rando el equipo en modo lineal positivo. En cambio, los espectros de ma-

sa de una proteína recombinante digerida fueron determinados en modo 

reflector positivo. Se realizaron fragmentaciones de péptidos selecciona-

dos por espectrometría de masa en tándem (MS/MS).  
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6. Búsqueda en base de datos e identificación de las pro-
teínas recombinantes 

Para la identificación de GarA y PknG recombinantes se compara-

ron las masas moleculares de péptidos trípticos con masas teóricas obte-

nidas por una digestión in silico de secuencias disponibles en bases de 

datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando el 

motor de búsqueda MASCOT (Matrix Science, 

http://www.matrixscience.com). Para ello se utilizó el método Peptide 

Mass Fingerprint de dicho motor de búsqueda y se incorporaron los si-

guientes criterios de búsqueda: todas las entradas taxonómicas, toleran-

cia de masa de péptidos ± 0,03 Da; se permitió la pérdida de un sitio de 

corte de la tripsina y se admitieron la oxidación de metioninas y fosforila-

ción de Ser/Thr como modificaciones variables. Los datos fueron filtrados 

utilizando un límite de significancia para la identificación p<0,05 y un ion 

score>30. Únicamente se consideraron identificadas aquellas proteínas 

en las que fueron encontrados dos o más péptidos.  

7. Ensayos de fosforilación in vitro 

Para determinar la actividad enzimática de PknG, la masa molecu-

lar de GarA recombinante fue determinada antes y después del ensayo de 

fosforilación in vitro. Las reacciones de fosforilación fueron llevadas a ca-

bo en solución tampón HEPES 50 mM, pH 7,0, conteniendo MnCl2 2 mM 

y ATP 100 μM. 

http://www.matrixscience.com/
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La actividad quinasa de PknG en cada una de las condiciones se 

evaluó utilizando GarA recombinante como sustrato como se reportó pre-

viamente [55]. Las mezclas de reacción fueron incubadas por 30 minutos 

a 37 °C en una relación enzima sustrato 1:20. La incorporación de un gru-

po fosfato en el sustrato se monitoreó por espectrometría de masa si-

guiendo el incremento masa molecular en 80 Da en la masa molecular de 

la proteína o en sus péptidos. 

8. Inhibición de PknG por OA-NO2 

La inhibición de PknG in vitro se realizó utilizando el protocolo pre-

viamente reportado [74]. PknG fue incubada por 15 minutos a 25 °C con 

OA-NO2 en bicarbonato de amonio 50 mM, pH 7,2, (en una relación molar 

OA-NO2: PknG 6:1). Como control, PknG fue expuesta al vehículo de   

OA-NO2 (metanol) bajo las mismas condiciones. 

Luego del tratamiento con el nitroalqueno, PknG fue incubada por 

10 minutos a 25 °C con glutatión (GSH) 0,25 mM y se determinó la activi-

dad enzimática. El exceso de GSH fue removido por microcromatografía 

de exclusión molecular Zeba™ Spin Desalting Columns (Thermo Scienti-

fic). 
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9. Cultivo de una línea celular de macrófagos (J774A.1). 

Macrófagos murinos de la línea celular J774A.1 (obtenida de la 

American Type Culture Collection) fueron cultivados en medio Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado con glutamina 4 mM, 

glucosa 4,5 g/L, penicilina 200 U/mL, estreptomicina 100 g/mL y suero 

fetal bovino 10% inactivado por calor. Con el fin de preservar el material 

biológico utilizado, todos los procedimientos se realizaron en una cabina 

de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Los cultivos fueron mante-

nidos en estufa a 37 °C, CO2 5%.  

10. Internalización de PknG en macrófagos 

La internalización de PknG en el macrófago fue realizada utilizando 

el modelo de fagocitosis de partículas de látex (LB), disponible en nuestro 

laboratorio y descripto por Desjardins [40]. 

Concretamente, PknG y PknG inhibida con OA-NO2 se unieron co-

valentemente a las LB mediante adsorción pasiva. Todas las situaciones 

fueron comparadas con el control que consistió en LB sin proteína aco-

plada, para el cual se espera que ocurra el proceso de maduración fago-

somal. Se realizó un ensayo de actividad quinasa de las partículas de lá-

tex unidas a PknG en solución tampón HEPES 50 mM, pH 7,0, contenien-

do MnCl2 2 mM y ATP 100 μM. A 2 hs de incubación a 37 °C, le siguió 

una digestión con tripsina en solución tampón bicarbonato de amonio 50 
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mM, pH 8,3, durante toda la noche a 37 °C. Los espectros de masa fueron 

adquiridos en modo lineal. 

Se realizaron experimentos de internalización de LB para la eva-

luación de la maduración del fagosoma (1) mediante una estrategia pro-

teómica basada en el aislamiento de fagosomas; (2) utilizando FITC-

dextrano y microscopía de epifluorescencia (3) utilizando las sondas 

LAURDAN y pHrodo® y microscopía confocal.  

Las diferentes clases de ensayos de fagocitosis realizados permi-

tieron estudiar desde diferentes perspectivas el proceso de inhibición de 

la maduración del fagosoma llevado a cabo por PknG de M. tuberculosis. 

a) Adsorción y unión covalente de proteínas re-

combinantes a partículas de látex para su posterior in-

ternalización 

Las LB fueron acopladas a PknG nativa, o PknG inhibida con OA-

NO2 mediante adsorción pasiva (Invitrogen Latex Bead Protocols, 

http://www.invitrogen.com/). Una suspensión de LB (aproximadamente 

2%) en solución tampón MES 25 mM fue incubada con una solución de 

las proteínas recombinantes a una concentración de 1 mg/mL con agita-

ción suave a temperatura ambiente por 12 horas. La agitación previene 

que las partículas decanten y permite una unión adecuada. 

http://www.invitrogen.com/
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Luego de la incubación, las partículas fueron centrifugadas, resus-

pendidas y lavadas sucesivas veces con bicarbonato de amonio 0,2 M frío 

para remover las proteínas no unidas, y se mantuvieron en hielo para su 

uso inmediato. 

b) Fagocitosis 

La internalización de las partículas de látex fue realizada en macró-

fagos con crecimiento con una confluencia aproximada de un 80% activa-

dos con lipopolisacárido de E. coli (LPS) (Cf = 23 ng/mL o 5 ng/mL) desde 

el día anterior. 

Para la fagocitosis, el medio fue removido y reemplazado con me-

dio DMEM que contenía LB (condición control LB, LB-PknG), y LPS (Cf = 

23 o 5 ng/mL). Se incubó 10 minutos en hielo para permitir que las partí-

culas de LB entren en contacto con las células. Luego, se incubó en estu-

fa a 37 °C, CO2 5% por 30 minutos (pulso). 

Se descartó el medio de todos los frascos, se lavó 2 veces con 

tampón fosfato salino (PBS) frío estéril. Se agregó medio termostatizado 

conteniendo LPS (Cf = 23 ng/mL o 5 ng/mL), sin LB. Se incubó en estufa 

a 37 °C, CO2 5% por 120 minutos (chase). 
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11. Aislamiento de fagosomas y análisis de las proteínas 
identificadas 

Los ensayos de fagocitosis para aislamiento de fagosomas fueron 

realizados siguiendo el protocolo general descripto (ver más atrás), en 

frascos para cultivo celular con un área de crecimiento de 75 cm2 (Cor-

ning). Se utilizaron tres frascos de estas características para cada condi-

ción. 

a) Fraccionamiento subcelular para purificación 

de fagosomas 

El aislamiento de los compartimientos que contenían LB se realizó 

utilizando el método descripto por Desjardins [40]. Luego del pulso y del 

chase de las LB, las células fueron lavadas con PBS frío estéril (3 x 5 mi-

nutos) y raspadas con un rastrillo de plástico en PBS a 4 °C. Se obtuvo 

una suspensión celular en un volumen final aproximado de 4 mL. 

Las células se centrifugaron por 10 minutos a 4°C y 1000 g. Se 

descartó el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 1 mL de 

tampón de homogenización (sacarosa 250 mM, imidazol 3 mM, pH 7,4) a 

4 °C.  

Nuevamente, se centrifugó por 10 minutos a 4 °C y 1000 g. Se 

descartó el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 400 µL de 

tampón de homogenización a 4 °C. 
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Las células fueron lisadas utilizando una jeringa descartable de 1 

mL con aguja de 26G. La homogenización fue realizada hasta que el 80% 

de las células fueran lisadas sin una rotura mayor del núcleo, monitoreado 

por microscopia óptica. Esta técnica se encontraba puesta a punto en el 

laboratorio. 

Se centrifugó por 10 minutos a 4 °C y 800 g, de manera tal de ge-

nerar un pellet enriquecido en núcleos y células sin lisar. Se recuperó el 

sobrenadante que contenía los compartimientos que contenían a las LB 

(fagosomas). 

Los fagosomas fueron purificados por flotación luego de ultracentri-

fugación en un gradiente de sacarosa. El gradiente fue armado agregando 

cuidadosamente 0,75 mL de sacarosa 62%, 0,75 mL de sacarosa 35%, 

1,5 mL de sacarosa 25% y 1,5 mL de sacarosa 10%. Se agregaron 400 

µL de la muestra por encima del gradiente. Se ultracentrifugó por 60 minu-

tos a 4 °C y 100.000 g en un rotor tipo canasto oscilante (Sorvall Disco-

very M120, S52ST). Los fagosomas fueron recolectados de la interfase 

entre las soluciones de sacarosa 10% y 25%, fueron resuspendidos en 

PBS frío estéril y centrifugados por 15 minutos a 4 °C y 40.000 g en el 

rotor SW 28. Los pellets fueron almacenados a 4 °C. 
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b) Análisis de muestras de fagosomas 

(1) Purificación y concentración de proteínas 

La purificación y concentración de proteínas fagosomales se realizó 

usando el kit comercial 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare) según el proto-

colo del fabricante. Las muestras se resuspendieron en 25 L de buffer de 

carga para SDS-PAGE (Tris-HCl 125 mM pH 6,8, SDS 4%, glicerol 20%, 

β-mercaptoetanol 0,05% y azul de bromofenol 0,002%), y se incubaron 10 

minutos a 95 °C para llevar a cabo el tratamiento desnaturalizante. 

(2) SDS-PAGE  

La separación de proteínas por SDS-PAGE se realizó según 2. Pa-

ra la preparación de proteínas para su posterior análisis por espectrome-

tría de masa utilizando una aproximación del tipo shotgun se dejó que las 

muestras migrarán en el gel separador hasta aproximadamente 1 cm.  

(3) Fijación y tinción con Coomassie Blue G-250 

Se removieron los geles de los cassettes y se colocaron en una so-

lución de fijación con agitación durante 10 minutos (etanol 50% y ácido 

acético 10%). Las bandas proteicas se visualizaron por tinción con azul de 

Coomassie G-250. Se removió el fijador y se colocó la solución coloidal 

por 5 minutos para realizar un marcado superficial y detectar en dónde 

estaban las proteínas. Se realizaron lavados con H2O miliQ para remover 

la tinción residual. 
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Se cortaron las bandas con un bisturí limpio en la cámara de flujo 

laminar y se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 mL. Los geles fueron 

equilibrados mediante múltiples incubaciones con una solución bicarbona-

to de amonio 0,2 M pH 8,0/acetonitrilo (1:1 v/v) de 30 minutos a 1400 rpm. 

(4) Digestión tríptica en el gel 

Se agregó a los tubos una solución de tripsina (Promega) 0,1 µg/µL 

en 67 mM de bicarbonato de amonio pH 8,0, y fueron incubados overnight 

a 37 °C.  

(5) Extracción de los péptidos trípticos 

Las muestras fueron incubadas durante una hora a 30 °C bajo agi-

tación continua (1400 rpm) con la solución de extracción (acetonitrilo 60%, 

TFA 0,1%). Se recolectaron los sobrenadantes de cada etapa de extrac-

ción en un mismo tubo, y se concentraron por centrifugación bajo vacío 

(Speed Vac) por 45 minutos a 30 °C hasta un volumen final de 20 L, de 

manera de evaporar el acetronitrilo de la muestra pero evitando su 

desecación. 

(6) Purificación de la muestra y concentración en 

microcolumnas 

Las muestras fueron desaladas utilizando microcolumnas de fase 

reversa C18 (OMIX Pippete tips, Varian). Las columnas se activaron con 

20 L de acetonitrilo 50%, se equilibraron con 20 L de TFA 0,1%, luego 
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se aplicó la muestra. Posteriormente, se lavó con 10 L de TFA 0,1%, y 

se procedió a eluir los péptidos con 20 L de TFA 0,1% en acetonitrilo. 

Las muestras se concentraron por centrifugación bajo vacío (Speed 

Vac) a 30 °C hasta desecación. Se agregan 10 L de ácido fórmico (FA) 

0,1%, se realizaron tres ciclos de sonicación de 5 minutos en un sonicador 

(Branson 200) y se almacenaron a -20 °C. 

(7) LTQ 

Las muestras fueron inyectadas en un sistema nano-HPLC 

(Proxeon EasynLC, Thermo Scientific) equipado con una columna de fase 

reversa (EASY-Spray™ 50 cm × 75 µm ID, PepMap RSLC C18, 2 µm, 

Thermo Scientific); y fueron eluidas con FA 0,1% (v/v) en un gradiente 

lineal de agua a acetonitrilo (0-60%) en 60 min a un flujo de 400 nL/min. 

La detección/análisis fue realizada en un espectrómetro de masa 

ESI-trampa iónica, compuesto por un sistema nanoHPLC y una trampa 

iónica lineal, modelo LTQ Velos (Thermo Scientific). Los péptidos fueron 

detectados en modo de adquisición dependiente de los datos MS/MS, un 

escaneo completo (FullScan), fue seguido por 10 eventos consecutivos de 

MS/MS de las 10 señales más intensas en cada segmento, utilizando una 

lista de exclusión dinámica de 45 segundos, de forma de evitar la frag-

mentación repetida de las señales mayoritarias. 
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La identificación de proteínas fue llevada a cabo con el programa 

PatternLab for Proteomics mediante la comparación de los espectros 

(MS/MS) de la fragmentación experimental de los péptidos resultantes de 

la digestión proteolítica con espectros teóricos, derivados de la digestión 

in silico de todas las proteínas contendidas en el proteoma de Mus 

musculus. La versión 10 de mayo, 2015 del proteoma de referencia de M. 

musculus fue descargada de la base de datos de proteínas Universal Pro-

tein Resource (UniProt) (http://www.uniprot.org/proteomes/UP000000589/) 

en formato FASTA. El PatternLab for Proteomics se utilizó para generar 

una base de datos señuelo conteniendo: secuencias aminoacídicas inver-

tidas (carboxilo terminal a aminoterminal) a partir de la base de datos Uni-

prot así como las secuencias de 127 proteínas contaminantes que apare-

cen frecuentemente en experimentos proteómicos [96].  

Para la búsqueda se utilizaron los siguientes criterios: enzima utili-

zada tripsina, masas monoisotópicas, se permitió la pérdida de un sitio de 

corte de la tripsina, la tolerancia de masa del ion precursor de ±800 ppm y 

se admitió la carbamidometilación de cisteínas como modificación fija así 

como la oxidación de metioninas y la fosforilación de Ser/Thr como modi-

ficaciones variables. 

La FDR se determinó a partir del número de asignaciones que se 

obtendría a partir de la misma colección de espectros en una búsqueda 

http://www.uniprot.org/proteomes/UP000000589/
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contra la base de datos señuelo previamente generada y se estableció 

como criterio aceptable que la FDR fuese menor al 1% a nivel de proteína.  

 

12. Microscopía de epifluorescencia utilizando FITC-dextrano 

Los ensayos de fagocitosis para ser analizados por microscopía de 

epifluorescencia fueron realizados siguiendo el protocolo general descrip-

to (ver más atrás), y fue realizado en cámaras de cultivo de 8 pocillos 

desmontables, chamber slide de plástico en un Vf  = 200 µL. 

Para estudiar el proceso de fagocitosis se utilizó la sonda fluores-

cente isotiocianato de fluoresceína conjugada a dextrano (FITC-dextrano). 

El FITC-dextrano (Cf = 0,5 µg/mL) fue agregado el día previo a la fagoci-

tosis junto con el LPS (Cf = 23 ng/mL). 

Luego del chase las células fueron lavadas dos veces con PBS frío 

estéril, fijadas con una solución 3,7% de formaldehído y nuevamente la-

vadas dos veces con PBS. Los núcleos de las células fueron teñidos con 

la sonda fluorescente 4',6'diamidio-2-fenilindol (DAPI) a una concentración 

final 300 nM recomendada por el fabricante (Invitrogen). 

El montaje del preparado se realizó utilizando ProLong® antifade 

(Invitrogen). Los preparados se dejaron secar protegidos de la luz y fueron 
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sellados con esmalte de uñas. Finalmente, fueron guardados preservados 

de la luz a 4 °C hasta su observación utilizando un microscopio de epifluo-

rescencia (Olympus IX81), usando un objetivo 100X NA 1,40 de inmersión 

en aceite y los filtros MNUA2 (excitación 360-370 nm/emisión 420-460 

nm) para DAPI y U-MNIBA3 (excitación 470-495 nm/emisión 510-550 nm) 

para FITC. Asimismo, se obtuvieron imágenes en campo claro. Las imá-

genes fueron adquiridas con el software SCOPE-PRO y procesadas en 

Image J® (NIH). 

En la Figura 14 se esquematiza el procedimiento utilizado para 

evaluar la maduración del fagosoma mediada por PknG mediante micros-

copía de epifluorescencia. 
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Figura 14 Esquema de la obtención del preparado para microscopía de epifluores-
cencia para la evaluación de la maduración del fagosoma mediada por PknG. 
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13. Microscopía confocal utilizando sondas fluorescentes. 

La maduración de los fagosomas en las diferentes condiciones se 

siguió in vivo mediante microscopía confocal usando distintas sondas fluo-

rescentes. Los experimentos fueron realizados en un microscopio confo-

cal Leica TCS SP5, con software Leica LAS disponible en el Institut Pas-

teur de Montevideo. El equipo cuenta con una cabina con controlador de 

temperatura y CO2, fijándose a 37 °C y CO2 5% respectivamente. 

Se utilizó un indicador de pH (pHrodo®) y una sonda que se incor-

pora a las membranas y permite detectar y seguir cambios en la composi-

ción de las mismas (LAURDAN). 

Los ensayos de fagocitosis in vivo fueron realizados en un Vf = 1 

mL siguiendo el protocolo general descripto (ver más atrás), y fue realiza-

do en una placa de Petri de 35 mm con un fondo de vidrio de diámetro 14 

mm (MatTek Corporation). 

Las sondas utilizadas fueron agregadas una hora antes de realizar 

el cambio a un medio con LB. El LAURDAN fue utilizado a una Cf = 4,7 

μM y el pHrodo® a Cf = 0,5 μM. Luego del agregado de la sondas, se agi-

tó suavemente para asegurar un buen mezclado. Para la fagocitosis, el 

medio fue removido y reemplazado con medio DMEM sin rojo fenol que 

contenía LB (LB-control, LB-PknG, LB-OANO2), y LPS (Cf = 5 ng/mL). Se 
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incubó 10 minutos en hielo para permitir que las partículas de LB entren 

en contacto con las células.  

Los 30 minutos de pulso (37 °C, CO2 5%), fueron realizados en el 

microscopio, permitiendo su observación en paralelo.  

Se descartó el medio, se lavó 2 veces con solución tampón fosfato 

salino (PBS) frío estéril. Se agregó medio termostatizado sin rojo fenol, ni 

LB que contenía LPS (Cf = 5 ng/mL).  

Luego se incubó a 37°C, CO2 5% por 120 minutos (chase) en el 

microscopio registrando paralelamente el proceso de fagocitosis. El soft-

ware LASAF permite la adquisición y el procesamiento de las imágenes.  

Se seleccionó un objetivo de inmersión en agua 60x/1,2 NA. Para 

el caso de las medidas de LAURDAN se utilizó el láser de UV a 405 nm 

con una potencia de 40%, y para el pHrodo® el láser HeNe de 594 nm con 

una potencia de 30%. El LAURDAN fue detectado activando dos fotomul-

tiplicadores con un pinhole de 200 µm de diámetro. Se colectó la emisión 

de un canal azul con un rango de detección entre 415-460 nm y de un 

canal verde entre 460-530 nm, activando también el detector de luz 

transmitida. Por otra parte, la emisión del pHrodo® se colectó entre 604-

750 nm con un pinhole de 150 µm de diámetro.  
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Las imágenes fueron adquiridas en un formato de 512 × 512 pixe-

les, con una velocidad de escaneo de 8000 Hz. Se tomaron imágenes en 

el eje Z de 0,5 µm de manera de poder realizar reconstrucciones posterio-

res. El procesamiento de imágenes fue realizado con el software Image 

J®.  

Para el análisis de LAURDAN, se obtuvieron dos imágenes simul-

táneas de las células observadas en el canal del azul (415-460 nm) y ver-

de (460-530 nm). Luego, se creó un merge de ambos canales. 

Para el análisis del pHrodo®, se determinó la suma de la intensidad 

de fluorescencia del área que abarca cada LB en las diferentes planos del 

Z. Teniendo en cuenta que el diámetro de una LB son 4 μm y que los sta-

cks fueron obtenidos cada 0,5 μm, para cada LB se determinó la intensi-

dad de fluorescencia mediante una proyección de máxima intensidad de 

los 10 cortes en el eje Z que contenían la LB. La herramienta Orthogonal 

views del programa Image J® mediante la reconstrucción de las imágenes 

en el eje xz e yz facilita la determinación de la región de interés desde la 

imagen merge de LAURDAN. Luego, de obtenida la proyección se deter-

minó la intensidad de fluorescencia de las LB determinando el área inte-

grada de una esfera de 4,5 µm de diámetro. 
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Para determinar la fluorescencia del pHrodo® en cada condición se 

tuvo en cuenta que pequeñas variaciones en la concentración de sonda 

empleada generarían variaciones significativas en la intensidad de fluo-

rescencia. Como consecuencia, para eliminar esta variación interexperi-

mental se determinó una intensidad de fluorescencia relativa a la fluores-

cencia celular, ya que no es esperado que regiones celulares distantes a 

la LB experimenten variaciones en su pH.  

𝐼𝐹𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =  
𝐼𝐹𝐿𝐵

𝐶
 

Siendo C, el promedio de la intensidad de fluorescencia de las tres 

regiones más ácidas y las tres más básicas de cada célula (se consideró 

un diámetro de esfera de 1 µm para cada medida). 

En la Figura 15 se esquematiza el procedimiento utilizado para 

evaluar la maduración del fagosoma mediada por PknG mediante micros-

copía confocal. 



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

Materiales y métodos    

 76 

 

Figura 15 Esquema de la evaluación de la maduración del fagosoma mediada por 
PknG mediante microscopía confocal.  
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VIII. Resultados 

A. Producción y purificación de proteínas recombinantes 

a) Purificación de PknG de M. tuberculosis 

PknG de M. tuberculosis fue expresada a partir del plásmido pM20 

en Escherichia coli BL21 (DE3). Se realizó una purificación por afinidad a 

níquel de la fracción soluble del lisado bacteriano en una columna IMAC 

Ni2+, y las fracciones de proteína retenidas en la columna fueron eluídas 

empleando un gradiente lineal de imidazol (como se observa en la Figura 

16 a). La cromatografía se siguió por la medida de absorbancia a 280 nm, 

longitud de onda a la que absorben los residuos aromáticos de las proteí-

nas y a 490 nm debido a las propiedades espectroscópicas del dominio 

rubredoxina [97]. Se puede observar que PknG eluyó en el pico presente 

entre 10-50 mL del volumen de elución.  

Asimismo, se verificó cuáles de las fracciones obtenidas contenían 

PknG por SDS-PAGE 12% (ver Figura 16 b). En los carriles que corres-

ponden a las eluciones se observa una banda cuya masa molecular co-

rresponde a PknG (82 kDa). Sin embargo, también se observan bandas 

de menor y mayor masa molecular por lo que se requirió de un segundo 

paso de purificación por gel filtración para aumentar la pureza de la pro-

teína recombinante producida. 
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Figura 16 Primera etapa de purificación de PknG por cromatografía de afinidad 
(IMAC-Ni

2+
). (a) Cromatograma de elución. Se siguió la elución por absorbancia a 

280 (en azul) y 490 nm (en rojo). La proteína recombinante fue eluida en un gra-
diente lineal de imidazol de 25 a 400 mM (en verde) en 45 minutos a un flujo de 2 
mL/min. El pico entre 10-50 mL del volumen de elución se corresponde con las 
fracciones donde eluye PknG. (b) SDS-PAGE (12%) de las diferentes fracciones 
obtenidas: Carriles: 1) marcador de peso molecular PageRuler

TM
: Prestained Pro-

tein Ladder (Thermo Scientific); 2) fracción soluble del lisado bacteriano (SN); 3) 
fracción no unida a la columna (FT); 4-15) fracciones eluidas representativas. La 
flecha indica la banda correspondiente a PknG.  

A 

B 
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En la fracción soluble del lisado bacteriano (SN) (carril 2 Figura 16 

b) se observa el perfil de proteínas presentes antes de pasar por la IMAC, 

es destacable la presencia de una banda intensa (lo que implica una gran 

concentración) a la altura correspondiente a la masa molecular de PknG. 

Sin embargo, en el percolado, dicha banda disminuye su espesor sugi-

riendo que PknG fue exitosamente retenida en la columna.  

Se agruparon las fracciones que contenían PknG (40 mL), y se de-

terminó la concentración de proteínas por ensayo colorimétrico de Brad-

ford. Se obtuvo una concentración de proteínas de 10 mg/mL. Se dializó, 

concentró por ultrafiltración hasta 15 mL y se determinó nuevamente la 

concentración por absorbancia a 280 nm (ε280 nm = 0,904, 1 g/L). Se obtu-

vo una concentración de proteínas de 8,7 mg/mL. 

Como segundo paso de purificación de PknG, se realizó una cro-

matografía de exclusión molecular que se siguió por la medida de absor-

bancia a 280 nm (ver Figura 17 a). En el cromatograma se observa un 

pico principal a un volumen de elución de 40 mL, y un pico secundario a 

un volumen de elución de 30 mL que corresponden a dímeros y 

monómeros de PknG respectivamente. Se realizó una SDS-PAGE (12%) 

de las distintas fracciones obtenidas durante la gel filtración (ver Figura 17 

b). Se puede observar una banda correspondiente a la masa molecular de 

PknG (82 kDa) en las eluciones. Asimismo, ya no se observan las bandas 
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correspondientes a proteínas de menor y mayor masa molecular presen-

tes en el gel obtenido durante la IMAC y en el dializado. El hecho de que 

se observe una única banda durante la electroforesis es indicativo de un 

proceso de purificación exitoso. Se recolectaron las fracciones correspon-

dientes a los picos de PknG, se concentraron por separado y se determi-

nó su concentración proteica. De esta manera se obtuvieron dos fraccio-

nes, la primera de un volumen de 1 mL y concentración de proteínas de 

8,5 mg/mL, y la segunda, de 4 mL y concentración de 27 mg/mL. 

La proteína concentrada fue congelada rápidamente en nitrógeno 

líquido y almacenada a -80 °C. Su identidad fue confirmada por espec-

trometría de masa. Se obtuvo el espectro de masa de la proteína digerida 

con tripsina medido en modo reflector positivo y utilizando CHCA como 

matriz (Figura 18). El espectro obtenido se comparó con masas teóricas 

obtenidas de digestiones in silico de secuencias disponibles en las bases 

de datos del NCBI utilizando el motor de búsqueda MASCOT. Se identifi-

có PknG con un score de 194 y una cobertura de secuencia de 63%. En 

la Figura 19 se observan los péptidos trípticos identificados.  
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Figura 17 Segunda etapa de purificación de PknG por gel filtración. (a) Cromato-
grama de elución. La columna utilizada fue la HiLoad 26/60 Superdex 200 prep gra-
de (GE Healthcare). PknG eluye en forma un pico principal a un volumen de elución 
de 40 mL en forma monomérica, y un pico secundario a un volumen de elución de 
30 mL en forma dimérica. (b) SDS-PAGE (12%) de las diferentes fracciones obteni-
das: Carriles: 1) marcador de peso molecular PageRuler

TM
: Prestained Protein 

Ladder (Thermo Scientific); 2) dializado; 3) inyección (dilución 1/10); 4-15) fraccio-
nes de elución seleccionadas. La flecha indica la banda correspondiente a PknG.  
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Figura 18 Espectro de masa de la digestión tríptica de PknG ampliado en la zona 
de valores de m/z de 700 a 5500. 

 

 

Figura 19 Secuencia de PknG de M. tuberculosis. Se indican en rojo los péptidos 
que fueron identificados. 
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b) Purificación de GarA de M. tuberculosis 

GarA de M. tuberculosis fue expresada en la cepa de E. coli BL21 

AITM, en medio Luria Bertani suplementado con glucosa y tetraciclina. 

BL21 AITM es una cepa adecuada para la expresión de proteínas tóxicas; 

contiene una inserción que posiciona a la ARN polimerasa T7 bajo el con-

trol del operón araBAD, siendo posible la regulación de su expresión por 

los niveles de glucosa y L-arabinosa. La inducción de la expresión de Ga-

rA fue realizada con arabinosa e IPTG, ya que GarA se encuentra clonada 

bajo el control del operón lac. 

Se realizó una purificación por afinidad a níquel de la fracción solu-

ble del lisado bacteriano y la detección se realizó por las medidas de ab-

sorbancia a 215 nm y 280 nm, longitudes de onda a la que absorben el 

enlace peptídico y los residuos de aminoácidos aromáticos de las proteí-

nas respectivamente. La proteína recombinante producida eluyó en el pi-

co observado entre 10-40 mL del volumen de elución (ver Figura 20 a). 
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Figura 20 Primera etapa de purificación de GarA por cromatografía de afinidad 
(IMAC-Ni

2+
). (a) Cromatograma de elución. Se siguió la elución por absorbancia a 

215 (en rojo) y 280 nm (en azul). La proteína recombinante fue eluida en un gra-
diente lineal de imidazol de 25 a 400 mM (en verde) en 45 minutos a un flujo de 2 
mL/min. El pico entre 10-40 mL del volumen de elución se corresponde con las 
fracciones donde eluye GarA. (b) SDS-PAGE (15%) de las diferentes fracciones 
obtenidas: Carriles 1) marcador de peso molecular PageRuler

TM
: Prestained Pro-

tein Ladder (Thermo Scientific); 2) fracción soluble del lisado bacteriano; 3) frac-
ción no unida a la columna (FT); 4-15) fracciones eluídas representativas. La flecha 
indica la banda correspondiente a GarA.  

A 
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Se analizó cuáles de las fracciones eluidas de la columna de afini-

dad contenían GarA mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE 15% (ver Figura 20 b). En la fracción soluble del lisado bacte-

riano se observa el perfil de proteínas presentes antes de pasar por la 

IMAC. No es posible visualizar diferencias con el perfil del percolado, que 

sugieran que una banda de la masa molecular de GarA fue retenida en la 

columna. Por otra parte, en las eluciones obtenidas a una concentración 

de imidazol aproximada de 100 mM se observa una banda correspondien-

te a la masa molecular de GarA (17,3 kDa). En estos carriles se observa-

ron bandas de mayor y menor masa molecular, indicando que son reque-

ridos pasos adicionales de purificación. 

Se reunieron todas las fracciones que contenían GarA (27,5 mL), 

que se corresponden con los carriles 6-13 en el SDS-PAGE. Las proteí-

nas totales fueron cuantificadas por Bradford, obteniéndose una concen-

tración de proteínas de 6,7 mg/mL. 

Seguidamente, se agregó TEV (relación 1:30) y se dializó durante 

toda la noche para remover el imidazol, el cual puede afectar la actividad 

o estabilidad de la TEV. Se realizó una separación en una columna de 

agarosa, donde quedan retenidas las colas de histidina, proteína no dige-

rida y la TEV (ya que esta última también contiene una etiqueta de seis 

histidinas). GarA hidrolizada por la TEV ya no contiene una cola de histi-
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dinas, por lo que no es retenida en la columna Ni-NTA. Se concentró el 

percolado hasta 5 mL y se determinó que la concentración de proteínas 

fue 4,5 mg/mL por método de Bradford. 

Posteriormente, GarA fue purificada mediante una gel filtración, 

que también se siguió por medidas de absorbancia a 215 nm y 280 nm 

(ver Figura 21 a).  

Se colectaron fracciones cada 1 mL y se realizó un gel SDS-PAGE 

(15%) de las fracciones seleccionadas (ver Figura 21 b). Se puede obser-

var una banda correspondiente a la masa molecular de GarA en las elu-

ciones. No se observaron las bandas correspondientes a proteínas de 

menor y mayor masa molecular presentes en el gel obtenido durante la 

IMAC y en el dializado.  
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Figura 21 Segunda etapa de purificación de GarA por gel filtración. (a) Cromato-
grama de elución. La columna utilizada HiLoad 26/60 Superdex 75 prep grade (GE 
Healthcare) equilibrada en Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, glicerol 5%, pH 7,6. Se 
inyectaron 5 mL y el flujo fue de 1 mL/min. GarA fue eluida en un pico entre 100-
200 mL de volumen de elución. (b) SDS-PAGE al 15% de las diferentes fracciones 
obtenidas: Carriles 1) marcador de peso molecular PageRuler

TM
: Prestained Pro-

tein Ladder (Thermo Scientific); 2) dializado; 3) inyección (dilución 1/10); 4-14) 
fracciones eluidas representativas; 15) eluido resina Ni-NTA (TEV e His-tag). La 
flecha indica la banda correspondiente a GarA.  

A 
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El patrón de migración del eluato de la resina Ni-NTA (carril 15 de 

Figura 21 b) es muy similar al patrón obtenido en el dializado de las elu-

ciones de la IMAC (carril 2 de Figura 21 b). No obstante, la banda que 

estaba presente en el dializado a la masa molecular correspondiente a 

GarA es notoriamente menor en el eluido de la resina Ni-NTA; sugiriendo 

que el corte proteolítico fue eficiente, ya que sólo una cantidad pequeña 

de GarA sin digerir fue retenida en la columna. 

Luego se concentraron conjuntamente las fracciones seleccionadas 

y se determinó la concentración de proteínas presente; siendo ésta 21 

mg/mL. La proteína concentrada (2 mL) fue congelada rápidamente en 

nitrógeno líquido y almacenada a -80 °C. Su identidad fue confirmada por 

espectrometría de masa, se obtuvo el espectro de masa de la proteína 

digerida con tripsina medido en modo reflector positivo utilizando CHCA 

como matriz (Figura 22). El espectro obtenido se comparó con masas teó-

ricas obtenidas de digestiones in silico de secuencias disponibles en las 

bases de datos del NCBI utilizando el programa MASCOT. Se identificó 

GarA con un score de 61 y una cobertura de secuencia de 45%. En la Fi-

gura 23 se observan los péptidos trípticos identificados. 
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Figura 22 Espectro de masa de la digestión tríptica de GarA ampliado en la zona de 
valores de m/z de 800 a 5000. 

 

 

Figura 23 Secuencia de GarA de M. tuberculosis. Se indican en rojo los péptidos 
que fueron identificados.   

1000 2000 3000 4000 5000

0

20

40

60

80

100

In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a
 (

%
)

Masa (m/z)

1298,75

2352,79

3983,32

1719,76



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

Resultados    

 90 

B. Inhibición de la actividad quinasa de PknG por tra-
tamiento con OA-NO2 

La inhibición in vitro de PknG se realizó preincubando durante 15 

minutos a 25 °C PknG con OA-NO2 (en una relación molar OA-NO2:PknG 

6:1) en bicarbonato de amonio 50 mM, pH 7,2. Como control, PknG fue 

expuesta al vehículo de OA-NO2 (metanol) bajo las mismas condiciones. 

Se determinó la actividad enzimática de PknG y PknG tratada con        

OA-NO2 mediante espectrometría de masa utilizando el sustrato recombi-

nante GarA. 

GarA nativa y sujeta a la fosforilación de PknG fueron detectadas 

por MALDI-TOF como iones de m/z = 17145 y m/z = 17222, respectiva-

mente. El incremento de masa observado se corresponde con la incorpo-

ración de un grupo fosfato (∆masa teórico 80 Da) (ver Figura 24). Por otra 

parte, la actividad quinasa de PknG fue significativamente inhibida luego 

de la incubación con OA-NO2, ya que la relación m/z obtenida correspon-

de a una forma no fosforilada de GarA. 
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Figura 24 Inhibición de la actividad quinasa de PknG por OA-NO2. (a) Espectro de 
masa de GarA obtenido en MALDI-TOF modo lineal (m/z = 17145, línea negra); (b) 
GarA fosforilada por PknG utilizando una relación molar PknG: GarA de 1:6 (m/z = 
17222; línea gris); (c) GarA fosforilada por PknG preincubada por 15 min con OA-
NO2 (m/z = 17143, línea verde).  
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C. Puesta a punto de una metodología para la evalua-
ción de la maduración del fagosoma y el efecto de PknG 
en este proceso. 

La internalización de PknG en el macrófago fue realizada utilizando 

el modelo de fagocitosis de partículas de látex (LB). Se unió covalente-

mente PknG y PknG inhibida con OA-NO2 a las LB mediante adsorción 

pasiva; y ambas situaciones fueron comparadas con el control que consis-

tió en LB sin proteína acoplada, para el cual se espera que ocurra el pro-

ceso de maduración fagosomal. 

Se verificó mediante la autofosforilación de PknG que la quinasa se 

mantuviera activa luego del proceso de acoplado (ver Figura 25). Para 

ello, se procedió a incubar la suspensión de LB-PknG en condiciones de 

fosforilación. Se realizó un control al que no se le agregó ATP ni Mn2+, 

para detectar el patrón de fosforilación basal. Ambas situaciones fueron 

sometidas a una digestión proteolítica por incubación con tripsina, y los 

péptidos generados se detectaron por espectrometría de masa MALDI-

TOF medido en modo lineal. 

Mientras que en la situación control fueron detectadas las especies 

sin fosforilar y monofosforilada, las mismas fueron prácticamente indetec-

tables luego de la autofosforilación de PknG. Asimismo, fueron detectadas 

especies que incorporaron tres o cuatro grupos fosfato. Verificando que 

efectivamente PknG se mantiene activa luego del proceso de acoplamien-
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to. Los espectros obtenidos presentan concordancia con los reportados 

[55]. 

 

Figura 25 Autofosforilación de PknG unida a LB. (a) Espectro lineal MALDI-TOF de 
los péptidos generados de la digestión tríptica de PknG unida a LB situación con-
trol, mostrando el patrón de fosforilación basal. La especie sin fosforilar, monofos-
forilada y difosforilada fueron detectadas como iones de m/z = 5410, m/z = 5491 y 
m/z = 5573 respectivamente. (b) Espectro lineal MALDI-TOF de los péptidos gene-
rados de la digestión tríptica de PknG unida a LB previamente incubado con ATP y 
Mn

2+
. En este caso la especie difosforilada es el ion más intenso observado, mien-

tras que la especie sin fosforilar y monofosforilada fueron prácticamente indetec-
tables.   
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1. Aislamiento de fagosomas y análisis de las proteínas 
identificadas.  

Se evaluó el proceso de maduración fagosomal mediante el análi-

sis de su proteoma por espectrometría de masa. La estrategia empleada 

se basó en el aislamiento de fagosomas conteniendo LB, y LB a la que se 

le había acoplado PknG, seguido de la identificación de las proteínas fa-

gosomales en cada condición. Por último, se realizó una búsqueda de los 

marcadores de las etapas respectivas de maduración en cada uno de los 

proteomas analizados.  

Para realizar un aislamiento de fagosomas, a continuación del pul-

so y del chase de las LB, las células fueron resuspendidas y lisadas. Se 

realizaron extractos celulares totales y se centrifugó a bajas velocidades, 

de manera tal de generar un pellet enriquecido en núcleos y células sin 

lisar. Se recuperó el sobrenadante que contenía los fagosomas y se ultra-

centrifugó en un gradiente de sacarosa. Debido a las propiedades de las 

partículas de látex es posible realizar una purificación de los fagosomas 

mediante un único paso. Se recolectó la fracción fagosomal (indicada con 

una flecha en la Figura 26), que contiene a las LB, por flotación desde la 

interfase entre las soluciones de sacarosa 10% y 25%.  
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Figura 26 Purificación de fagosomas por ultracentrifugación en un gradiente de 
sacarosa. Ensayos de fagocitosis en macrófagos murinos J774A.1 con LB de 4 µm 
condición control y con PknG y PknG desnaturalizada acopladas (proteína con-
trol). Se realizaron extractos celulares totales y la fracción fagosomal, conteniendo 
las partículas de látex, fue purificada mediante un único paso de ultracentrifuga-
ción en gradientes de sacarosa (fracción indicada con una flecha naranja).  

 

Las proteínas fagosomales fueron purificadas, concentradas y se-

paradas mediante SDS-PAGE. La cantidad de proteínas purificadas de 

los fagosomas no fue suficiente para la realización de geles bidimensiona-

les para la identificación de las mismas por espectrometría de masa por 

medio de una aproximación clásica. Las mismas fueron identificadas por 

una aproximación tipo shotgun, una estrategia más sensible. Se realizó 

una digestión tríptica en el gel y subsecuentemente se extrajeron los pép-

tidos trípticos generados. La detección/análisis fue realizada en un espec-

trómetro de masa ESI-trampa iónica, compuesto por un sistema na-

noHPLC y una trampa iónica lineal, modelo LTQ Velos. Finalmente, las 

proteínas presentes fueron identificadas con el programa PatternLab for 
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Proteomics mediante la comparación de los espectros (MS/MS) de la 

fragmentación experimental de los péptidos resultantes de la digestión 

proteolítica con espectros teóricos, derivados de la digestión in silico de 

todas las proteínas contendidas en el proteoma de Mus musculus. El nú-

mero total de espectros que identifican péptidos procedentes de una de-

terminada proteína se correlaciona linealmente con su abundancia relativa 

en la muestra de origen. 

Fueron identificadas 239 proteínas aisladas de fagosomas conte-

niendo LB (ver ANEXO A.  Proteoma de fagosomas conteniendo LB). Se 

procedió a comparar el proteoma obtenido con los proteomas de fagoso-

ma de referencia disponibles. Se encontró que muchas de las proteínas 

fagosomales identificadas se correspondían con las reportadas indicando 

que el procedimiento realizado fue adecuado, y que efectivamente fue 

aislada la fracción fagosomal.  

Entre las 239 proteínas fagosomales identificadas en la LB control 

se encuentran una serie de hidrolasas (superóxido dismutasa, catepsina 

B, catepsina D, lisozima); una subunidad de la V-ATPasa (subunidad b); 

proteínas relacionadas al citoesqueleto (Vimentina, Miosina 9, Arp2/3 y 

CapG) y proteínas involucradas en el tráfico vesicular como VAMP-8, 

GTPasas de la superfamilia Ras (dos isoformas de rab5 y rab11) y anexi-

nas (A1, A2, A4, A5, A6, A7).  
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Mediante nuestra estrategia experimental se logró identificar un 

gran número de proteínas. Algunas de estas proteínas indican la etapa de 

maduración fagosomal y fusión vesicular. Por lo tanto, podrían servir po-

tencialmente como marcadores para el seguimiento de la progresión de la 

biogénesis del fagosoma y su maduración. Marcadores de endosomas 

tempranos como dos isoformas de Rab5 (Rab5a y Rab5c), de endosomas 

tardíos como la catepsina D y una subunidad de la V-ATPasa. Asimismo, 

se identificó Rab11, proteína involucrada en el reciclaje de endosomas. 

Sin embargo, las proteínas identificadas con mayor número de espectros 

son proteínas estructurales y no marcadoras de maduración.  

El hecho de que hayan sido identificados marcadores de diferentes 

etapas de maduración es indicativo de que los eventos moleculares no se 

encuentran sincronizados; debido a que se realiza un análisis poblacional 

de un proceso heterogéneo. Debido a que existe heterogeneidad de fago-

somas dentro del mismo macrófago, así como entre los diferentes macró-

fagos, lo que se determina experimentalmente es un promedio de las con-

centraciones de una proteína fagosomal en diferentes fagosomas y en 

diferentes estados.  

Por otra parte, fueron identificados con un gran número de espec-

tros 17 contaminantes, en su mayoría isoformas de queratinas. Hecho que 
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se puede atribuir al gran número de pasos que requiere el protocolo reali-

zado. 

Adicionalmente, fueron realizados dos ensayos de fagocitosis para 

aislamiento de fagosomas en macrófagos J774A.1 incubados con partícu-

las de látex unidas a PknG. En los experimentos realizados fueron identi-

ficadas 389 y 250 proteínas; de las cuales 204 son proteínas comunes 

(Figura 27). 

En este sistema, las LB utilizadas son todas idénticas e inertes y 

están cubiertas con la misma concentración de ligando (PknG). Inespera-

damente, las proteínas identificadas en dos experimentos realizados en 

iguales condiciones presentan grandes diferencias. Hecho qué podría ser 

explicado por la heterogeneidad de fagosomas en la población analizada. 

Es un hecho reportado la existencia de fagosomas en diferentes estados 

de maduración en una población de macrófagos, incluso para los fagoso-

mas dentro del mismo macrófago [98].  

Los fagosomas son organelos muy complejos. Teniendo en cuenta 

la gran variedad de componentes que los forman, parece poco probable, 

incluso en el caso de LB con una única proteína acoplada, que dos fago-

somas en una sola célula, o en una población de células, sean química-

mente idénticos. Teniendo en cuenta la heterogeneidad intrínseca del 
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proceso de fagocitosis se tomaron las 204 proteínas compartidas entre 

ambos experimentos como las proteínas representativas de la condición 

PknG. 

 

Figura 27 Diagrama de Venn de proteínas identificadas por espectrometría de masa 
mediante una aproximación de tipo shotgun de fagosomas aislados de dos expe-
rimentos realizados con LB–PknG. 

 

Entre las 204 proteínas identificadas en ambos experimentos se 

encuentran una serie de hidrolasas (catepsina Z, catepsina B, carboxipep-

tidasa, β-glucuronidasa); una subunidad de la V-ATPasa (subunidad d); 

proteínas relacionadas al citoesqueleto (Vimentina, Miosina 9, Myosina 6, 

Arp2/3 y CapG) y proteínas involucradas en el tráfico vesicular como 
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GTPasas de la superfamilia Ras (Rab5 y Rab7) y anexinas (A1, A2, A4, 

A5, A6, A7 y A11). Por otra parte, fueron identificados 16 contaminantes.  

Fueron identificados varios marcadores de maduración de endo-

somas tempranos (Rab5c), como de endosomas tardíos (Rab7a) y de li-

sosomas (LAMP-2). 

Muchos patógenos manipulan las vías de señalización implicadas 

en la fagocitosis para evitar la degradación y para establecer infecciones 

intracelulares dentro de células fagocíticas tales como macrófagos. Se 

sabe que M. tuberculosis inhibe la maduración del fagosoma interviniendo 

en mecanismos que actúan entre Rab5 y Rab7.  

Rab5 y Rab7 son dos miembros de la superfamilia Rab que facili-

tan la fusión con endosomas tempranos y tardíos respectivamente. Duran-

te mucho tiempo se creyó que Rab7 estaba ausente en fagosomas que 

contienen M. tuberculosis. Recientemente, ha sido reportado que Rab7 es 

transitoriamente reclutado para ser posteriormente liberado de los fago-

somas que lo contienen [99]. Sin embargo, dado que el número de espec-

tros que identifican a Rab7 (21) está dentro del orden de los que identifi-

can a Rab5 (27) puede que PknG no actué a este nivel. 

Si bien estos resultados nos muestran que las estrategias proteó-

micas pueden ser útiles para comparar la composición de proteínas de 
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fagosomas en distinto estado de maduración, en nuestro caso no nos 

permitieron obtener datos concluyentes. La principal limitación la constitu-

yó el bajo número de espectros obtenidos para las proteínas con valor 

como marcadores de la maduración. Este hecho, junto con la heteroge-

neidad de los fagosomas obtenidos, impidió realizar comparaciones cuan-

titativas en los niveles de estas proteínas en los fagosomas conteniendo 

partículas de látex control y con PknG.  

2. Microscopía de epifluorescencia utilizando FITC-dextrano 

Por otra parte, se evaluó el proceso de maduración del fagosoma 

por microscopía de epifluorescencia utilizando como sonda de cargado 

lisosomal dextrano acoplado a fluoresceína (dextrano-FITC). Se obtuvie-

ron micrografías en campo claro y se evaluó la fluorescencia de las mues-

tras utilizando filtros especiales para DAPI y FITC.  

La metodología se basa en que si una partícula fagocitada madura, 

ocurrirá una fusión con los lisosomas y la señal fluorescente de la fluores-

ceína rodeará a la partícula de látex. Por otra parte, si la maduración del 

fagosoma que contiene a la LB es inhibida, la partícula de látex y la señal 

fluorescente no colocalizarán.  

En la Figura 28 se observan micrografías de un experimento repre-

sentativo. A partir del análisis de imágenes fue muy difícil obtener resulta-



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

Resultados    

 102 

dos cuantitativos y objetivos utilizando esta aproximación. Por lo tanto no 

se realizó un recuento de un número estadísticamente significativo de LB 

positivas y negativas en cada condición, debido a que la estrategia expe-

rimental utilizada dificulta la discriminación entre LB internalizadas/no in-

ternalizadas y entre LB que maduraron a fagolisosomas y las que no. 

Asimismo, la destrucción fotoquímica del fluoróforo (fotoblanqueo) en au-

sencia de filtros limitaba el tiempo en que las células podían ser observa-

das. Para evitar este efecto se trató de trabajar en condiciones de mínima 

iluminación posible, pero al utilizar los filtros que se disponían en el mo-

mento no se conseguía una buena señal. 

Para solucionar este inconveniente, se procedió a estudiar la mo-

dulación de la maduración de los fagolisosomas mediante un abordaje 

experimental diferente.   
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Figura 28 Imágenes de ensayos de fagocitosis en microscopio de epifluorescencia 
de macrófagos murinos J774A.1 tratados con LB de 4 µm. (a) Micrografía de cam-
po claro; (b) micrografía de fluorescencia donde se observan los núcleos celula-
res, mediante tinción DAPI; y (c) los lisosomas mediante FITC-dextrano. Las imá-
genes a-c de la izquierda corresponden a LB que no contenían PknG unida, mien-
tras que las imágenes a-c de la derecha corresponden a LB con PknG adsorbida. 
La flecha indica el borde de la partícula de látex con PknG adsorbida.  
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3. Microscopía confocal utilizando pHrodo® y LAURDAN 

Se evaluó el proceso de maduración del fagosoma por microscopía 

confocal utilizando las sondas fluorescentes pHrodo® y LAURDAN. El 

pHrodo® es un indicador de pH fluorescente y su utilización permite eva-

luar la acidificación de los compartimientos que contienen a las LB duran-

te la maduración del fagosoma, mientras que el LAURDAN es una sonda 

de membrana que permite asegurarnos que las LB en cuestión están den-

tro de la célula. Se unió covalentemente PknG y PknG inhibida con OA-

NO2 a las LB; y ambas situaciones fueron comparadas con el control que 

consistió en LB sin proteína acoplada, para el cual se espera que ocurra 

el proceso de maduración fagosomal. Nótese que en los experimentos de 

fagocitosis in vivo debido a la toxicidad observada (mediante un incremen-

to de las células apoptóticas y una pérdida de adherencia celular) la con-

centración de LPS utilizado para activar a los macrófagos fue optimizada 

de 23 ng/mL a 5 ng/mL. 

Al realizar el seguimiento temporal de una LB control se debería 

observar un descenso del pH de los compartimientos que contienen a la 

partícula como consecuencia del proceso de maduración fagosomal. La 

acidificación fagosomal es dependiente del funcionamiento de la              

V-ATPasa, que bombea H+ hacia el interior del mismo, reduciendo así el 

pH. Este proceso es esencial para la función degradativa de los fagoso-
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mas, debido a que el pH óptimo de la mayoría de las enzimas lisosomales 

es bajo y a que la producción de H2O2 y otras especies reactivas del oxí-

geno (ROS) requiere de grandes cantidades de H+ [100]. 

En la Figura 29, se ilustra cómo se observó dicho proceso. Se 

muestras imágenes de macrófagos en diferentes etapas de maduración 

fagosomal. Se obtuvieron micrografías en campo claro que permiten loca-

lizar a la LB en cuestión, y de fluorescencia donde se puede observar los 

cambios en la intensidad de fluorescencia del pHrodo®. Esta sonda fluo-

rescente funciona como un indicador de pH que aumenta notablemente la 

emisión de fluorescencia cuando el pH del medio que lo rodea se acidifi-

ca. Se observa un aumento de la fluorescencia del pHrodo® en el tiempo 

en los compartimientos que contienen a las LB, hecho que se correspon-

de con el establecimiento de un medio ácido en el interior de los fagoso-

mas. Nótese que en la micrografía de más a la derecha, situación que se 

corresponde a una etapa de maduración fagosomal más avanzada se ob-

serva una vesícula muy ácida, que también se observa en campo claro en 

la periferia de la LB.  

Para obtener una medida cuantitativa que nos permita realizar 

comparaciones relativas en el nivel de acidificación fagosomal se midió la 

intensidad de fluorescencia del pHrodo® en fagosomas conteniendo LB 

control, y LB a la que se le han acoplado PknG o PknG inhibida. Se de-
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terminó la suma de la intensidad de fluorescencia del área que abarca 

cada LB en los diferentes planos del eje Z para cada condición. Las medi-

das fueron realizadas en un experimento por condición y en cada caso se 

midió la intensidad de fluorescencia de ~ 30 LB. Los valores de intensidad 

de fluorescencia del pHrodo® obtenidos son expresados gráficamente 

como promedio ± error estándar en la gráfica insertada en la Figura 30. 

Nótese que la fluorescencia se relativizó respecto al pH celular. 

 

            pH menos ácido                                                pH más ácido  

Figura 29 Micrografías de macrófagos murinos J774A.1 obtenidas en microscopio confocal 
con LB de 4 μm que ilustran los cambios en la fluorescencia del pHrodo

® 
a medida que ocu-

rre el proceso de maduración fagosomal. 

 

Las diferencias estadísticas entre los grupos fueron probadas con 

un one way ANOVA utilizando el programa Sigma Plot 12. Debido a que 
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los datos de la intensidad de fluorescencia del pHrodo® en la condición 

PknG inhibida no siguieron una distribución estándar, se realizó un test de 

Kruskal-Wallis, un test no paramétrico. En el mismo las discrepancias en-

tre las sumas de los rangos son combinadas para crear un único valor 

denominado H. El valor de H calculado fue H = 25,901 con dos grados de 

libertad, que tiene un p valor asociado <0,001. Como consecuencia se 

rechazó la idea de que las diferencias observadas sean azarosas, y se 

concluyó que las poblaciones tienen distribuciones diferentes. Para aislar 

los grupos que difieren entre sí se utilizó el método de Dunn, un test que 

compara las diferencias en la suma de los rangos entre dos columnas con 

la diferencia esperada basada en el número de grupos y tamaño. Se halló 

que PknG y PknG-OANO2 son estadísticamente diferentes al control (LB) 

pero no entre sí. Es decir que no se puede afirmar que hubiese diferen-

cias de pH significativas entre PknG y PknG-OA-NO2. Por lo tanto, no pu-

dimos concluir que la inhibición de la actividad quinasa de PknG tenga un 

efecto en la inhibición de la maduración del fagosoma, es decir que este 

efecto esté mediado por la actividad quinasa de PknG. 

Como resultado principal, este último método utilizado fue el mejor 

de los métodos empleados para medir la maduración del fagosoma, y 

permitió corroborar en una forma más confiable los datos previos de que 

PknG inhibe la maduración, aunque quedaría por determinar si este efec-

to es a causa de su actividad catalítica o por acción de otro dominio. 
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Figura 30 Ensayos de fagocitosis observados mediante microscopía confocal en 
macrófagos murinos J774A.1 con LB de 4 µm, condición control y con PknG y 
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PknG-OANO2 acopladas. Ejemplos de micrografías de campo claro y de fluores-
cencia para pHrodo

®
 y superposición de los canales del LAURDAN. En la gráfica 

se muestra la IF del pHrodo
®
 en los compartimientos que contienen las LB. Los 

valores de cada grupo se expresaron como media ± s.e.m. La comparación esta-
dística entre los grupos se realizó mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de 
la prueba de Dunn para detectar diferencias entre los grupos. Un p valor <0,001 fue 
considerado estadísticamente significativo (*).  
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IX. Discusión de resultados 

Un elemento fundamental en la patogenicidad de Mycobacterium 

tuberculosis es su capacidad para sobrevivir en los macrófagos del hos-

pedero, inhibiendo el proceso de maduración fagosomal. Recientemente 

una quinasa de proteínas denominada PknG ha adquirido gran relevancia 

como uno de los factores que participa en la modulación de la maduración 

del fagosoma. Se buscó optimizar un método de medida de la maduración 

del fagosoma que nos permita corroborar el efecto inhibitorio de PknG en 

la maduración fagosomal.  

Como modelo de fagocitosis in vitro se utilizaron partículas de lá-

tex, este sistema permite imitar las interacciones hospedero-patógeno 

durante una infección. Las partículas presentan en su superficie una alta 

densidad de grupos funcionales que permiten el acoplamiento covalente 

de proteínas. Asimismo, el aislamiento de los fagosomas que contienen 

LB se ve facilitado por la baja densidad de flotación del látex. Su densidad 

característica permite la purificación de los fagosomas en un único paso, 

utilizando un gradiente de sacarosa, en el que los fagosomas flotan en 

una región del gradiente en la que no se detectan otros organelos celula-

res. 
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Se utilizaron dos proteomas de fagosomas de LB reportados como 

referencia. Por un lado, el proteoma del fagosoma reportado por Garin 

(2001), quien mediante una aproximación clásica de la estrategia bottom-

up identificó más de 140 proteínas aisladas de fagosomas que contienen 

LB en macrófagos murinos J774 [101]. El número de proteínas identifica-

das mediante esta estrategia experimental es ligeramente menor, indican-

do una mayor sensibilidad de la estrategia proteómica utilizada en nuestro 

abordaje experimental. 

Más recientemente, Trost y colaboradores identificaron 2415 pro-

teínas aisladas de fagosomas conteniendo LB de macrófagos RAW 267,4; 

mediante una aproximación de tipo shotgun; representa la cobertura más 

completa de un proteoma fagosomal reportados hasta la fecha [102]. En 

este trabajo 20 μg de lisado de proteínas fue separado en 17 fracciones 

por una SDS-PAGE, y las proteínas fueron identificadas con un 

nanoLC/LTQ-Orbitrap, un equipo extremadamente sensible.  

Durante la maduración del fagosoma se incorporan sucesivamente 

proteínas específicas al fagosoma. A partir de esto se evaluó el proceso 

de maduración fagosomal mediante el análisis del proteoma de fagoso-

mas conteniendo LB por espectrometría de masa y se realizó una bús-

queda de marcadores de una etapa de maduración en los proteomas ana-

lizados. 
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La abundancia relativa de las proteínas fagosomales identificadas 

que constituyen marcadores de maduración es baja. Entonces, conclui-

mos que no es posible realizar una evaluación de la maduración del fago-

soma por la estrategia proteómica cuantitativa utilizada.  

Para cada condición se partió de una muestra de proteínas gene-

radas a partir de tres frascos para cultivo celular con un área de creci-

miento de 75 cm2. Una mayor cantidad de muestra de partida, escalando 

el experimento a un mayor número de botellas permitiría rever este pro-

blema. Sin embargo, el número de botellas que se generarían es incom-

patible con el la infraestructura actual del laboratorio de cultivo celular y 

dificultaría la manipulación. El manejo del experimento se haría inviable 

(sobre todo en la sincronización entre las réplicas y entre las distintas 

condiciones). No es recomendable agregar más variables a un proceso 

que de por sí, ya es heterogéneo. 

Otra posibilidad consiste en utilizar las distintas estrategias de se-

paración disponibles que permiten maximizar la cobertura del proteoma 

del fagosoma. 

Las muestras de proteínas fagosomales para análisis proteómicos 

basados en LC/MS pueden ser procesados por dos rutas distintas (Figura 

31). En un experimento LC/MS, el espectro de masa es obtenido conti-
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nuamente mientras los componentes son eluidos de una columna HPLC. 

La primera ruta consiste en digerir cada muestra de proteínas fagosoma-

les con una enzima proteolítica, que puede ser directamente inyectada 

para un análisis LC/MS como en el experimento realizado (opción a); o 

fraccionada (por ejemplo por micro columnas de intercambio iónico) previo 

al análisis por LC/MS de cada fracción (opción b). En la segunda ruta, las 

proteínas fagosomales son separadas basadas en sus puntos isoeléctri-

cos (opción c) o masas moleculares (opción d). Luego, cada fracción de 

proteína obtenida se digiere con una enzima proteolítica para producir 

péptidos para su posterior análisis por LC/MS [103].  

Asimismo, se estudió la maduración del fagosoma mediante mi-

croscopía de epifluorescencia y microscopía confocal utilizando distintas 

sondas fluorescentes (dextrano-FITC, LAURDAN y pHrodo®). En la discu-

sión de los resultados de microscopia primero serán discutidas las venta-

jas y desventajas de ambas técnicas, seguido de una comparación de las 

sondas fluorescentes empleadas. Luego, los resultados obtenidos son 

comparados con resultados previos del laboratorio. Por último, se evaluó 

si el efecto de PknG sobre la maduración del fagosoma está mediado por 

su actividad quinasa utilizando un inhibidor irreversible específico. 
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Figura 31 Múltiples enfoques para procesar muestras de proteínas fagosomales 
para análisis proteómicos basados en LC/MS. Adaptado de [103]. 

 

Las imágenes obtenidas en microscopía de epifluorescencia su-

perponen estructuras que están alineadas en el eje óptico. Por lo que esta 

metodología por sí misma no permite diferenciar LB que han sido interiori-

zadas de las que se encuentran en planos superiores a la célula. Sin em-

brago, es una metodología que ha sido ampliamente utilizada para estu-

diar el proceso de fagocitosis celular. 

Una aproximación utilizada para distinguir LB extracelulares e in-

tracelulares, utiliza LB que están marcadas con fluoresceína o rodamina. 

Las LB se distinguen, explotando el uso de azul de tripán (o bromuro de 

etidio) para extinguir la fluorescencia de las LB extracelulares. Sin embar-
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go, la absorción de estos agentes por las células hace que la interpreta-

ción de los resultados se dificulte [104]. 

Otra aproximación que se puede utilizar para asegurarnos que las 

partículas de látex se localizan intracelularmente consiste en evaluar la 

colocalización de las mismas con marcadores específicos mediante inmu-

nofluorescencia. Para ello se deben utilizar LB recubiertas con un anti-

cuerpo primario y un anticuerpo secundario anti el anticuerpo primario que 

se encuentra conjugado a un fluorocomo. Luego de la internalización de 

las LB, las células son incubadas con el anticuerpo secundario y se anali-

zan en el microscopio. Se deben obtener imágenes en campo claro para 

identificar las LB y de fluorescencia; teniendo en cuenta que la señal fluo-

rescente del anticuerpo secundario proviene de las LB extracelulares. 

Mientras que las LB internalizadas son excluidas de los anticuerpos se-

cundarios y no fluorescen [105].  

Alternativamente, se pueden utilizar LB revestidas con una proteína 

de interés. Seguido de la inmunotinción de la proteína con un anticuerpo 

anti-proteína y posterior incubación con un anticuerpo secundario conju-

gado a un fluoróforo [106]. Incluso se encuentra reportada la utilización de 

esta aproximación con LB fluorescentes. En el experimento realizado por 

Lecuit, M (1997), se utilizaron LB rojo Texas fluorescentes revestidas con 

una proteína de interés; que puede ser detectada por inmunofluorescen-
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cia utilizando un anticuerpo anti-proteína y posterior incubación con un 

anticuerpo secundario conjugado a FITC. La observación por microscopía 

de epifluorescencia permite distinguir LB intracelulares (fluorescen en ro-

jo) de las extracelulares (fluorescen en rojo y verde) [107]. 

La microscopía confocal es una metodología más apropiada que la 

microscopía de epifluorescencia para estudiar el proceso de maduración 

fagosomal. Incorpora una barrera opaca en el camino óptico que única-

mente permite el pasaje de luz por un pequeño orificio central. De esta 

manera es posible obtener imágenes de un único plano de interés. Me-

diante la obtención de imágenes en planos confocales adyacentes se 

puede realizar una reconstrucción en los ejes xz e yz que permite discri-

minar estructuras que están alineadas en el eje óptico. Esto es de espe-

cial interés para nuestro abordaje experimental, ya que permite distinguir 

claramente LB intracelulares de las que se encuentran en planos superio-

res. 

El microscopio de epifluorescencia que se encuentra disponible en 

el Institut Pasteur de Montevideo no cuenta con una cabina con controla-

dor de temperatura y CO2, por lo que sólo es posible analizar la fagocito-

sis de células fijadas. Mientras que el microscopio confocal permite seguir 

la maduración de los fagosomas en las diferentes condiciones in vivo. 
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En el presente trabajo se evaluaron las sondas fluorescentes dex-

trano-FITC y el LAURDAN junto al pHrodo®. El dextrano-FITC conjuga 

una sonda fluorescente con una molécula no metabolizable por el macró-

fago; como consecuencia funciona como una sonda de cargado lisoso-

mal. Si una partícula fagocitada madura, ocurrirá una fusión con los liso-

somas y la señal fluorescente de la fluoresceína rodeará a la partícula de 

látex. Por otra parte, si la maduración del fagosoma que contiene a la LB 

es inhibida, la partícula de látex y la señal fluorescente no colocalizarán. 

Sin embargo, la utilización de dextrano-FITC para estudiar el proceso de 

maduración fagosomal presenta varias desventajas descriptas a continua-

ción. 

La principal desventaja de la utilización de FITC-dextrano como 

sonda de cargado lisosomal consiste en que el rendimiento cuántico de la 

fluoresceína es dependiente del pH, por lo que variará su intensidad de 

fluorescencia durante la acidificación del fagosoma, tal y como se observa 

en la Figura 32. Además, la presencia de lisosomas dispersos a lo largo la 

célula dificulta la discriminación entre LB que maduraron a fagolisosomas 

de las que no. Otra gran desventaja de esta metodología es el hecho de 

que sea el experimentador el que decide cuando una LB maduró o no a 

un fagolisosoma, siendo los resultados dependientes de la subjetividad 

del experimentador a la hora de interpretar los resultados. Es necesario 

hacer notar que a pesar de las dificultades halladas la utilización de LB 
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con FITC-dextrano es una metodología reportada que ha sido empleada 

en múltiples oportunidades para estudiar el proceso de fagocitosis celular 

[108], [109], [110] y [111]. 

 

 

Figura 32 Dependencia del pH en los espectros de la fluoresceína: (a) Espectro de 
absorción del FITC en soluciones amortiguadoras de pH creciente; (b) espectro de 
emisión del FITC obtenido en soluciones amortiguadoras de pH creciente. Extraído 
de [112]. 

 

Se evaluó el proceso de maduración del fagosoma por microscopía 

confocal utilizando las sondas fluorescentes pHrodo® y LAURDAN. La 

determinación de la intensidad de fluorescencia del pHrodo® en fagoso-

mas conteniendo LB a la que se le han acoplado PknG y variantes de la 

misma permite evaluar la acidificación de los compartimientos que contie-

nen a las LB durante la maduración del fagosoma. Además permite reali-



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

Discusión de resultados    

 119 

zar comparaciones relativas entre el nivel de acidificación en cada condi-

ción. Mientras que el LAURDAN permite asegurarnos que las LB en cues-

tión están dentro de la célula.  

En los experimentos de fagocitosis utilizando dextrano-FITC el ex-

perimentador procede a realizar un recuento de las LB positivas y negati-

vas en cada condición, en nuestro caso se consideraban alrededor de 300 

LB. Mientras que en esta metodología se midieron alrededor de 30 LB por 

condición, ya que cada valor obtenido requiere de un gran tiempo de pro-

cesamiento. Esta metodología presenta como principal ventaja que se 

obtiene como resultado un valor de intensidad de fluorescencia para cada 

LB, obteniendo así resultados cuantitativos y objetivos. Dichos valores de 

fluorescencia pueden ser utilizados para realizar comparaciones relativas 

en el nivel de acidificación fagosomal.  

Para determinar la fluorescencia del pHrodo® en cada condición se 

determina la suma de la intensidad de fluorescencia del área que abarca 

cada LB en los diferentes planos del eje Z. Teniendo en cuenta que pe-

queñas variaciones en la concentración de sonda empleada generarían 

variaciones significativas en la intensidad de fluorescencia, se relativiza-

ron los valores obtenidos respecto a la fluorescencia de la célula. Elimi-

nando de esta manera la variación interexperimental debida a diferencias 
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en la concentración de sonda empleada, ya que no es esperado que re-

giones celulares distantes a la LB experimenten variaciones en su pH. 

La utilización de kits comerciales de calibración (Thermo Scientific), 

en conjunción con el pHrodo® permitiría obtener valores cuantitativos del 

pH celular. Luego de medir la intensidad de fluorescencia del pHrodo® en 

condiciones experimentales, se debe resuspender las células en un tam-

pón de calibración que contiene ionóforos, y la intensidad de fluorescencia 

se mide nuevamente. Este procedimiento se repite con diferentes tampo-

nes de calibración y se crea una curva de calibración que es utilizada para 

identificar el pH intracelular asociada a las condiciones experimentales. 

El LAURDAN es una sonda fluorescente de membrana sensible a 

la polaridad del entorno que fue utilizada para distinguir las LB extracelu-

lares de las interiorizadas, ya que estas últimas se encuentran rodeadas 

de membrana. Es posible utilizar esta sonda para detectar cambios en las 

propiedades de fase de las membranas, por lo que permitiría evaluar mo-

dificaciones en la fluidez de la membrana fagosomal durante el proceso 

de maduración de los fagosomas. 

Los resultados obtenidos por microscopía confocal utilizando LAU-

RDAN y pHrodo® presentan concordancia con resultados previos obteni-

dos en el laboratorio utilizando microscopía de epifluorescencia con FITC-
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dextrano. Se observa en ambos casos una diferencia estadísticamente 

significativa entre los niveles de colocalización lisosomal de LB control y 

LB con PknG acoplada (Gráfica 1). 

 

Gráfica 1 Ensayos de fagocitosis observados mediante microscopía de epifluores-
cencia en macrófagos murinos J774A.1 preincubados con dextrano-FITC con LB 
de 4 µm, condición control y PknG. El pulso fue de 30 min y el chase de 60 min     
(n = 5). Resultados previos del laboratorio. 

 

Igualmente, otros resultados previos obtenidos en el laboratorio 

mediante citometría de flujo con LB de 4 µm y la sonda fluorescente lyso-

tracker® Red (Molecular Probes) presentan concordancia con estos resul-

tados (Figura 33). Se utilizaron LB de 4 µm, con PknG, PknG desnaturali-

zada y BSA acoplada. En este caso fueron utilizados dos controles, por 

un lado PknG desnaturalizada y por otro lado BSA, una proteína no rela-
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cionada que no es esperado que influya en la maduración fagosomal. El 

lysotracker®, es una sonda fluorescente que se acumula selectivamente 

en los compartimientos celulares ácidos y exhibe un leve aumento en la 

intensidad de fluorescencia a pH ácido. 

Se procedió a seleccionar en el citómetro una puerta con los valo-

res de dispersión frontal (FSC), y de dispersión lateral (SSC) del láser que 

corresponden a las fracciones enriquecidas en fagosomas con LB de ma-

crófagos, parámetros que se encuentran relacionados con el volumen y 

complejidad respectivamente. Al igual que en experimentos anteriores el 

pulso fue de 30 min y el chase de 60 min. Luego, se registró la intensidad 

de fluorescencia del lysotracker® en la compuerta seleccionada. Se ob-

servó una diferencia estadísticamente significativa en la intensidad de 

fluorescencia de una LB con PknG acoplada (en verde) y LB con una pro-

teína inespecífica como BSA (en azul) o PknG desnaturalizada (en fucsia) 

acoplada. Nótese que el número de eventos que fueron contabilizados en 

el citómetro en cada condición ronda los 9000, por lo que los resultados 

obtenidos tienen un gran valor estadístico (ver Figura 33). 
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Figura 33 Citometría de flujo de fracción enriquecida fagosomas de macrófagos 
murinos J774A.1 tratados con lysotracker

®
 Red (Molecular Probes), con LB de 4 

µm, condición control (LB-BSA (en azul) y LB-PknG desnaturalizada (en fucsia)) y 
con LB-PknG (en verde). El pulso fue de 30 min y el chase de 60 min. Se determinó 
la intensidad de fluorescencia del lysotracker

®
 Red en el gate representado en rojo. 

Resultados previos del laboratorio. 

 

Por otra parte, en el marco de esta tesis se evaluó si el efecto de 

PknG sobre la maduración del fagosoma está mediado por su actividad 

quinasa utilizando un inhibidor irreversible específico. Se utilizó un ácido 

graso nitrado (OA-NO2), que vía una reacción de adición de Michael modi-

fica cisteínas críticas del dominio rubredoxina de PknG. Los aductos de 

Michael generados mediante una reacción de nitroalquilación son típica-
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mente revertidos con tioles, sin embargo, OA-NO2 promueve la liberación 

del ion metálico del domino rubredoxina de PknG, inhibiendo irreversible-

mente a esta quinasa. A continuación de haber realizado el proceso de 

inhibición in vitro de PknG con OA-NO2 se procedió a remover el nitrolípi-

do con GSH, y a eliminar el exceso del mismo mediante microcromatogra-

fía. De esta manera, es posible asegurarse que se está evaluando única-

mente el efecto que genera PknG inhibida en la maduración fagosomal, y 

no el efecto del nitrolípido. 

Mediante los experimentos realizados con microscopía confocal 

con las sondas fluorescentes LAURDAN y pHrodo® no se puede afirmar 

que existan diferencias de pH significativas entre PknG y PknG-OA-NO2. 

Por lo tanto, no pudimos concluir que la inhibición de PknG tenga un efec-

to en la inhibición de la maduración del fagosoma. Los resultados obteni-

dos indicarían que el proceso de inhibición de la maduración del fagoso-

ma no está mediado por la actividad quinasa de PknG. Sin embargo, es 

necesario hacer notar que debido a problemas experimentales el número 

de LB medidas en la condición de PknG inhibida fue menor al resto de las 

condiciones. Se requiere de un recuento de un mayor número de LB, y de 

réplicas biológicas para validar este resultado. 

El hecho que la distribución de los valores de intensidad de fluores-

cencia de PknG inhibida no presente una distribución estándar podría ser 
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indicativo de la existencia de dos poblaciones de PknG en las LB condi-

ción OA-NO2. A pesar de que el modelo de inhibición estaba puesto a 

punto en el laboratorio, los distintos lotes de OA-NO2 no son igualmente 

activos. Es posible que la inhibición de la actividad quinasa de PknG reali-

zada por OANO2 no sea completa, y coexistan en la partícula de látex 

PknG inhibida y funcional. En el modelo de inhibición in vitro que se en-

contraba puesto a punto en el laboratorio [75] se remueve el nitrolípido 

con el tiol DTT (ditiotreitol). Sin embargo, debido a la toxicidad celular de 

este compuesto se procedió a remover el OA-NO2 con GSH, un tiol me-

nos nocivo para las células. El GSH está menos caracterizado en lo que 

respecta a la remoción del nitrolípido del dominio Rbx de PknG. Como 

una perspectiva a futuro se debe optimizar aún más el modelo de inhibi-

ción in vitro de PknG con OA-NO2 para realizar ensayos de fagocitosis 

celular. Es posible realizar la puesta a punto del proceso de inhibición 

mediante espectrometría de masa. Existe un diferencia de masa específi-

ca entre un péptido tríptico procedente de una PknG inhibida respecto de 

al péptido tríptico procedente de una PknG funcional, diferencia que pue-

de ser detectar incluso luego de haber removido el nitrolípido con un tiol. 

Las sondas fluorescentes sensibles al pH han sido ampliamente 

empleadas en la investigación de la fagocitosis celular. Pero en la mayoría 

de los casos, su uso se asocia con cambios y disminuciones espectrales 

en la intensidad de fluorescencia en el pH ácido cuando se encuentra 
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dentro de fagosomas. En el presente trabajo se desarrolló un modelo que 

permite estudiar la fagocitosis mediante una sonda sensible al pH, que es 

mínimamente fluorescente a pH neutro fuera de la célula, pero altamente 

fluorescente en el ambiente ácido del fagosoma. En conclusión, la nueva 

metodología puesta a punto que utiliza las sondas fluorescentes LAUR-

DAN y pHrodo® es más apropiada que el dextrano-FITC para estudiar el 

proceso de maduración fagosomal; y los resultados obtenidos con la mis-

ma presentan coherencia con resultados previos obtenidos por otras me-

todologías.   
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X. Conclusiones y perspectivas 

Se produjeron exitosamente PknG y GarA recombinantes de My-

cobacterium tuberculosis.  

Se logró poner a punto una nueva metodología para estudiar el 

proceso de maduración fagosomal in vivo mediante microscopía confocal 

utilizando las sondas fluorescentes LAURDAN y pHrodo®. Esta metodolo-

gía corroboró los resultados previos de nuestro laboratorio, ya que se ob-

servaron diferencias significativas entre la intensidad de fluorescencia de 

pHrodo® en una partícula de látex con PknG acoplada con respecto a una 

LB control. Esta nueva metodología permite obtener resultados cuantitati-

vos y objetivos del nivel de maduración fagosomal. Asimismo, al incorpo-

rar una sonda de membrana mediante la obtención de imágenes en pla-

nos confocales adyacentes permite distinguir entre LB fagocitadas de las 

que se encuentran en planos superiores a la célula alineadas en el eje 

óptico. Aprovechando la capacidad del LAURDAN para detectar cambios 

en la fluidez de las membranas, a futuro se podría estudiar la modulación 

de la fluidez de la membrana de un fagosoma durante el proceso de ma-

duración. Sería interesante investigar si los cambios de fluidez observa-

dos se relacionan con cambios en el pH del fagosoma. 
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Los resultados obtenidos con microscopía confocal y LAURDAN y 

pHrodo® indicarían que el proceso de inhibición de la maduración del fa-

gosoma no está mediado por la actividad quinasa de PknG. No fueron 

observadas diferencias de pH significativas entre PknG y PknG inhibida. 

Es posible que la inhibición de la actividad quinasa de PknG realizada por 

OA-NO2 no sea completa, y coexistan en la partícula de látex PknG inhi-

bida y funcional. Como una perspectiva a futuro se debe optimizar aún 

más el modelo de inhibición in vitro de PknG con OA-NO2 para realizar 

ensayos de fagocitosis celular.  
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XII. Material complementario 

ANEXO A.  Proteoma de fagosomas conteniendo LB 

 

 

 

 

Contaminant 
KERATIN13 

643 24 34 155 44,9  

Contaminant 
KERATIN03 

593 25 35 132 54,1  

Contaminant 
KERATIN22 

645 31 40 129 70   

Contaminant 
KERATIN02 

622 32 32 113 58,5  

P20152 466 31 31 90 57,9 Vimentin GN=Vim PE=1 SV=3 

P58252 858 30 30 80 43,8 Elongation factor 2 GN=Eef2 PE=1 
SV=2 

Q8VDD5 1960 33 33 71 19,1 Myosin-9 GN=Myh9 PE=1 SV=4 

Contaminant 
INT-STD1 

607 25 25 56 43,4 BSA 

P16858 333 1 18 52 48 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase GN=Gapdh PE=1 SV=2 

P52480 531 22 22 52 48,9 Pyruvate kinase PKM OS=Mus muscu-
lus GN=Pkm PE=1 SV=4 

Contaminant 
KERATIN17 

590 4 21 50 31,3  

P68040 317 16 16 47 73,5 Guanine nucleotide-binding protein 
subunit beta-2-like 1 OS=Mus muscu-

lus GN=Gnb2l1 PE=1 SV=3 
P40142 623 16 16 45 36,6 Transketolase  GN=Tkt PE=1 SV=1 

P60710 375 1 15 44 50,6 Actin, cytoplasmic 1  GN=Actb PE=1 
SV=1 

Contaminant 471 3 15 43 39  

Locus, 
es el 

nombre 
de la 

proteína 
en la 

base de 
datos 

Longitud 
en resi-
duos de 
aminoá-

cidos 

Contador 
de pépti-

dos únicos,    
aquellos 
que sólo 

existen en 
una pro-
teína del 

proteoma 
de interés 

Cobertura 
de la se-
cuencia 

(%) 

Contador 
de se-

cuencia, 
número 
total de 
péptidos 
identifi-
cados 

Descripción Contador 
de espec-

tros, 
número 
total de 

espectros 
identifi-
cados 
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KERATIN05 

Q922U2 580 2 15 39 17,4 Keratin, type II cytoskeletal 5  GN=Krt5 
PE=1 SV=1 

P10126 462 14 14 39 35,9 Elongation factor 1-alpha 1  
GN=Eef1a1 PE=1 SV=3 

P63017 646 15 16 39 30,1 Heat shock cognate 71 kDa protein  
GN=Hspa8 PE=1 SV=1 

Contaminant 
KERATIN18 

562 5 15 37 31,6  

P62908 243 12 12 34 51,8 40S ribosomal protein S3  GN=Rps3 
PE=1 SV=1 

P14206 295 11 11 34 44,7 40S ribosomal protein SA  GN=Rpsa 
PE=1 SV=4 

O88569 353 11 13 33 31,7 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
teins A2/B1  GN=Hnrnpa2b1 PE=1 

SV=2 
Contaminant 
KERATIN08 

469 4 12 33 27,08  

Q9EQK5 861 1 13 31 15,2 Major vault protein  GN=Mvp PE=1 
SV=4 

P50580 394 10 10 29 24,8 Proliferation-associated protein 2G4  
GN=Pa2g4 PE=1 SV=3 

P35700 199 1 9 28 36,1 Peroxiredoxin-1  GN=Prdx1 PE=1 SV=1 

Q8BTS0 615 0 10 27 18,3 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypep-
tide 5  GN=Ddx5 PE=2 SV=1 

P04104 637 1 6 27 5,8 Keratin, type II cytoskeletal 1  GN=Krt1 
PE=1 SV=4 

Contaminant 
KERATIN21 

357 1 11 26 33,6  

Q9QXS1 4691 2 16 26 3,1 Plectin  GN=Plec PE=1 SV=3 

P62702 263 10 10 26 36,8 40S ribosomal protein S4, X isoform  
GN=Rps4x PE=2 SV=2 

E9Q070 317 7 7 25 40,3 Uncharacterized protein  GN=Gm8730 
PE=3 SV=1 

P02535 570 0 10 25 19,4 Keratin, type I cytoskeletal 10  
GN=Krt10 PE=1 SV=3 

Contaminant 
KERATIN07 

473 1 8 25 16,4  

Q8BG05 379 4 13 25 24,2 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein A3  GN=Hnrnpa3 PE=1 SV=1 

P97429 319 9 9 25 27,2 Annexin A4  GN=Anxa4 PE=2 SV=4 

P62830 140 7 7 24 36,43 60S ribosomal protein L23  GN=Rpl23 
PE=1 SV=1 

P35979 165 6 6 24 54,55 60S ribosomal protein L12  GN=Rpl12 
PE=1 SV=2 

P62737 377 3 9 23 16,45 Actin, aortic smooth muscle  GN=Acta2 
PE=1 SV=1 

P27659 403 9 9 23 28,04 60S ribosomal protein L3  GN=Rpl3 
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PE=1 SV=3 

Q61233 627 13 13 23 22,49 Plastin-2  GN=Lcp1 PE=1 SV=4 

E9Q555 5150 2 13 23 2,58 E3 ubiquitin-protein ligase RNF213  
GN=Rnf213 PE=2 SV=1 

A6ZI44 418 0 7 22 32,54 Fructose-bisphosphate aldolase  
GN=Aldoa PE=2 SV=1 

 
P97351 264 8 8 22 35,23 40S ribosomal protein S3a  GN=Rps3a 

PE=1 SV=3 
Q8VEK3 800 0 8 21 12 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-

tein U  GN=Hnrnpu PE=1 SV=1 
P47962 297 6 6 21 23,23 60S ribosomal protein L5  GN=Rpl5 

PE=1 SV=3 
Q8C253 264 0 5 20 24,62 Galectin  GN=Lgals3 PE=2 SV=1 

P20029 655 0 9 20 18,47 78 kDa glucose-regulated protein  
GN=Hspa5 PE=1 SV=3 

Q8CBB6 134 0 6 20 18,66 Histone H2B  GN=Hist1h2bq PE=2 
SV=1;  

 
P07356 339 8 8 20 33,04 Annexin A2  GN=Anxa2 PE=1 SV=2 

P11499 724 7 11 20 19,06 Heat shock protein HSP 90-beta  
GN=Hsp90ab1 PE=1 SV=3 

Contaminant 
KERATIN12 

431 1 7 20 14,15  

Q99JY9 418 8 8 19 30,86 Actin-related protein 3  GN=Actr3 PE=1 
SV=3 

Q9D0E1 729 1 10 19 14,95 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein M  GN=Hnrnpm PE=1 SV=3 

Q07076 463 7 7 19 16,2 Annexin A7  GN=Anxa7 PE=2 SV=2 

Q5EBP8 373 0 9 19 15,28 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein A1  GN=Hnrnpa1 PE=2 SV=1 

P12970 266 8 8 19 28,2 60S ribosomal protein L7a  GN=Rpl7a 
PE=1 SV=2 

Contaminant 
KERATIN04 

458 2 7 19 13,76  

Q7TPV4 1344 8 8 18 6,32 Myb-binding protein 1A  GN=Mybbp1a 
PE=1 SV=2 

P62806 103 7 7 18 42,72 Histone H4  GN=Hist1h4a PE=1 SV=2 

P29341 636 8 8 18 11,01 Polyadenylate-binding protein 1  
GN=Pabpc1 PE=1 SV=2 

P62301 151 5 5 18 30,46 40S ribosomal protein S13  GN=Rps13 
PE=1 SV=2 

P62889 115 5 5 18 51,3 60S ribosomal protein L30  GN=Rpl30 
PE=2 SV=2 

P62245 130 7 7 18 35,38 40S ribosomal protein S15a  
GN=Rps15a PE=1 SV=2 

Q8R081 586 1 7 17 12,29 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein L  GN=Hnrnpl PE=1 SV=2 



 

Modulación de la maduración del fagosoma por una quinasa de Mycobacterium tuberculosis 

          

Material complementario    

 143 

Q03265 553 8 8 17 13,56 ATP synthase subunit alpha, mito-
chondrial  GN=Atp5a1 PE=1 SV=1 

Q6ZWN5 194 7 7 17 19,07 40S ribosomal protein S9  GN=Rps9 
PE=1 SV=3 

P48036 319 6 6 17 19,44 Annexin A5  GN=Anxa5 PE=1 SV=1 

P10107 346 8 8 17 35,26 Annexin A1  GN=Anxa1 PE=1 SV=2 

P14131 146 5 5 16 36,99 40S ribosomal protein S16  GN=Rps16 
PE=2 SV=4 

Q9D8E6 419 7 7 16 24,34 60S ribosomal protein L4  GN=Rpl4 
PE=1 SV=3 

P05202 430 9 9 16 22,33 Aspartate aminotransferase, mito-
chondrial  GN=Got2 PE=1 SV=1 

P60843 406 7 8 15 23,15 Eukaryotic initiation factor 4A-I  
GN=Eif4a1 PE=1 SV=1 

P18242 410 6 6 15 21,46 Cathepsin D  GN=Ctsd PE=1 SV=1 

Q9CQW9 137 6 6 15 27,01 Interferon-induced transmembrane 
protein 3  GN=Ifitm3 PE=1 SV=1 

P62270 152 2 7 15 30,26 40S ribosomal protein S18  GN=Rps18 
PE=1 SV=3;  

Q3TTY5 707 0 9 15 8,91 Keratin, type II cytoskeletal 2 epider-
mal  GN=Krt2 PE=1 SV=1 

P16460 412 7 7 15 22,57 Argininosuccinate synthase  GN=Ass1 
PE=1 SV=1 

P05213 451 7 7 14 23,5 Tubulin alpha-1B chain  GN=Tuba1b 
PE=1 SV=2 

P26041 577 7 7 14 10,92 Moesin  GN=Msn PE=1 SV=3 

Q5XJF6 217 4 4 14 22,58 Ribosomal protein  GN=Rpl10a PE=2 
SV=1 

P26443 558 10 10 14 22,94 Glutamate dehydrogenase 1, mito-
chondrial  GN=Glud1 PE=1 SV=1 

Q9CVB6 300 6 6 14 18,33 Actin-related protein 2/3 complex 
subunit 2  GN=Arpc2 PE=1 SV=3 

P08730 437 1 6 14 8,7 Keratin, type I cytoskeletal 13  
GN=Krt13 PE=1 SV=2 

P17182 434 5 5 14 16,59 Alpha-enolase  GN=Eno1 PE=1 SV=3 

P99024 444 7 7 14 24,1 Tubulin beta-5 chain  GN=Tubb5 PE=1 
SV=1 

P62960 322 6 6 14 31,06 Nuclease-sensitive element-binding 
protein 1  GN=Ybx1 PE=1 SV=3 

F6XI62 279 0 6 14 19,35 60S ribosomal protein L7 (Fragment)  
GN=Rpl7 PE=1 SV=1 

P80318 545 1 8 13 17,43 T-complex protein 1 subunit gamma  
GN=Cct3 PE=1 SV=1 

Q3U741 652 0 5 13 8,59 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypep-
tide 17, isoform CRA_a  GN=Ddx17 

PE=2 SV=1 
P47963 211 5 5 13 18,96 60S ribosomal protein L13  GN=Rpl13 

PE=2 SV=3 
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Q9CZX8 145 6 6 13 28,97 40S ribosomal protein S19  GN=Rps19 
PE=1 SV=3 

Q62167 662 6 7 13 12,54 ATP-dependent RNA helicase DDX3X  
GN=Ddx3x PE=1 SV=3 

P24369 216 6 6 13 27,31 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  
GN=Ppib PE=1 SV=2 

P62281 158 5 5 13 29,75 40S ribosomal protein S11  GN=Rps11 
PE=1 SV=3 

P54987 488 8 8 13 14,75 Cis-aconitate decarboxylase  GN=Irg1 
PE=1 SV=2 

Q9Z204 313 6 6 13 15,65 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
teins C1/C2  GN=Hnrnpc PE=1 SV=1 

P61161 394 6 6 12 15,74 Actin-related protein 2  GN=Actr2 PE=1 
SV=1 

P25444 293 6 6 12 24,91 40S ribosomal protein S2  GN=Rps2 
PE=2 SV=3 

P63276 135 4 4 12 32,59 40S ribosomal protein S17  GN=Rps17 
PE=1 SV=2 

E9QNN1 1384 0 6 11 5,13 ATP-dependent RNA helicase A  
GN=Dhx9 PE=1 SV=1 

Q8BP67 157 4 4 11 19,75 60S ribosomal protein L24  GN=Rpl24 
PE=1 SV=2 

P60867 119 3 3 11 22,69 40S ribosomal protein S20  GN=Rps20 
PE=1 SV=1 

P61358 136 4 4 11 30,15 60S ribosomal protein L27  GN=Rpl27 
PE=1 SV=2 

E9PYL9 178 0 4 11 20,79 Uncharacterized protein  
GN=Gm10036 PE=3 SV=1; 

P47911 296 0 5 11 17,91 60S ribosomal protein L6  GN=Rpl6 
PE=1 SV=3;  

Q99JI6 184 5 5 11 33,15 Ras-related protein Rap-1b  GN=Rap1b 
PE=2 SV=2 

P17742 164 4 4 11 29,88 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  
GN=Ppia PE=1 SV=2 

P62082 194 1 5 10 22,68 40S ribosomal protein S7  GN=Rps7 
PE=2 SV=1;  

P62751 156 4 4 10 23,72 60S ribosomal protein L23a  
GN=Rpl23a PE=1 SV=1 

P62242 208 4 4 10 25,96 40S ribosomal protein S8  GN=Rps8 
PE=1 SV=2 

Q3U0V1 748 6 6 10 10,83 Far upstream element-binding protein 
2  GN=Khsrp PE=1 SV=2 

P59999 168 4 4 10 27,38 Actin-related protein 2/3 complex 
subunit 4  GN=Arpc4 PE=1 SV=3 

P62918 257 3 3 10 25,68 60S ribosomal protein L8  GN=Rpl8 
PE=1 SV=2 

P35980 188 3 3 10 19,68 60S ribosomal protein L18  GN=Rpl18 
PE=2 SV=3 

P61979 463 0 6 10 16,2 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
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tein K  GN=Hnrnpk PE=1 SV=1 

Q99LB4 349 5 5 10 24,9 Capping protein (Actin filament), gel-
solin-like  GN=Capg PE=1 SV=1 

Q91VC3 411 1 6 10 12,9 Eukaryotic initiation factor 4A-III  
GN=Eif4a3 PE=2 SV=3 

P51410 192 4 4 10 24,4 60S ribosomal protein L9  GN=Rpl9 
PE=1 SV=2 

P48678 665 6 6 10 9,6 Prelamin-A/C  GN=Lmna PE=1 SV=2 

P63325 165 5 5 9 14,5 40S ribosomal protein S10  GN=Rps10 
PE=1 SV=1 

P70372 326 4 4 9 15,9 ELAV-like protein 1  GN=Elavl1 PE=1 
SV=2 

P62849 133 3 3 9 29,3 40S ribosomal protein S24  GN=Rps24 
PE=2 SV=1 

P08249 338 5 5 9 22,7 
 

Malate dehydrogenase, mitochondrial  
GN=Mdh2 PE=1 SV=3 

Q60930 295 1 6 9 22 Voltage-dependent anion-selective 
channel protein 2  GN=Vdac2 PE=1 

SV=2 
P62852 125 4 4 9 16 40S ribosomal protein S25  GN=Rps25 

PE=1 SV=1 
Q99020 285 1 5 9 14,7 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-

tein A/B  GN=Hnrnpab PE=1 SV=1 
Q99KI0 780 4 4 8 6,7 Aconitate hydratase, mitochondrial  

GN=Aco2 PE=1 SV=1 
P27661 143 0 2 8 19,5 Histone H2AX  GN=H2afx PE=1 SV=2 

O55135 245 5 5 8 32,6 Eukaryotic translation initiation factor 
6  GN=Eif6 PE=1 SV=2 

P07901 733 1 4 8 5,1 Heat shock protein HSP 90-alpha  
GN=Hsp90aa1 PE=1 SV=4 

P06745 558 1 4 8 6,2 Glucose-6-phosphate isomerase  
GN=Gpi PE=1 SV=4;  

Q6ZWV3 214 0 4 8 23,8 60S ribosomal protein L10  GN=Rpl10 
PE=1 SV=3;  

P14824 673 1 6 8 9 Annexin A6  GN=Anxa6 PE=1 SV=3 

Q91V55 204 0 3 8 14,2 40S ribosomal protein S5  GN=Rps5 
PE=2 SV=1;  

Q9JIK5 851 4 4 8 5,2 Nucleolar RNA helicase 2  GN=Ddx21 
PE=1 SV=3 

P62962 140 0 3 8 30 Profilin-1  GN=Pfn1 PE=1 SV=2 

Q8C0C7 508 0 4 8 7,6 Phenylalanine--tRNA ligase alpha sub-
unit  GN=Farsa PE=2 SV=1 

Q60932 296 0 4 8 21,6 Voltage-dependent anion-selective 
channel protein 1  GN=Vdac1 PE=1 

SV=3 
P0CG50 734 0 3 8 4,6 Polyubiquitin-C  GN=Ubc PE=1 SV=2 

Q64012 312 0 4 8 13,4 RNA-binding protein Raly  GN=Raly 
PE=1 SV=3 
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Q9WUA2 589 3 3 8 7,6 Phenylalanine--tRNA ligase beta subu-
nit  GN=Farsb PE=2 SV=2 

A1L314 713 2 6 8 6,4 Macrophage-expressed gene 1 protein  
GN=Mpeg1 PE=2 SV=1 

Q6ZWU9 84 2 2 8 28,5 40S ribosomal protein S27  GN=Rps27 
PE=1 SV=3 

P09411 417 4 4 8 13,6 Phosphoglycerate kinase 1  GN=Pgk1 
PE=1 SV=4 

Q9CR57 217 3 3 8 10,1 60S ribosomal protein L14  GN=Rpl14 
PE=1 SV=3 

Q9D0T1 128 3 3 8 31,2 NHP2-like protein 1  GN=Nhp2l1 PE=1 
SV=4 

O70310 496 3 3 7 10,2 Glycylpeptide N-
tetradecanoyltransferase 1  GN=Nmt1 

PE=1 SV=1 
P62264 151 3 3 7 22,5 40S ribosomal protein S14  GN=Rps14 

PE=2 SV=3 
P56480 529 4 4 7 10 ATP synthase subunit beta, mitochon-

drial  GN=Atp5b PE=1 SV=2 
P70460 375 3 3 7 10,1 Vasodilator-stimulated phosphopro-

tein  GN=Vasp PE=1 SV=4 
Q78PY7 910 4 4 7 5 Staphylococcal nuclease domain-

containing protein 1  GN=Snd1 PE=1 
SV=1 

Contaminant 
KERATIN16 

534 1 3 7 5,4  

Q9CQM8 160 0 2 7 16,2 60S ribosomal protein L21  GN=Rpl21 
PE=2 SV=1;  

Q9CY58 407 3 3 7 11,3 Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-
binding protein  GN=Serbp1 PE=1 SV=2 

Q8K363 660 4 4 7 6,7 ATP-dependent RNA helicase DDX18  
GN=Ddx18 PE=2 SV=1 

P27773 505 5 5 7 11,8 Protein disulfide-isomerase A3  
GN=Pdia3 PE=1 SV=2 

P62754 249 3 3 7 15,6 40S ribosomal protein S6  GN=Rps6 
PE=1 SV=1 

Q6ZWZ7 184 0 3 7 20,1 60S ribosomal protein L17  GN=Rpl17 
PE=2 SV=1;  

P54071 452 6 6 7 11 Isocitrate dehydrogenase [NADP], 
mitochondrial  GN=Idh2 PE=1 SV=3 

P09405 707 5 5 7 7 Nucleolin  GN=Ncl PE=1 SV=2 

Q9R002 445 5 5 7 12,1 Interferon-activable protein 202  
GN=Ifi202 PE=1 SV=3 

P62900 125 2 2 6 19,2 60S ribosomal protein L31  GN=Rpl31 
PE=1 SV=1 

P63101 245 0 3 6 12,6 14-3-3 protein zeta/delta  GN=Ywhaz 
PE=1 SV=1 

Q6ZWZ4 105 3 3 6 20 60S ribosomal protein L36  GN=Rpl36 
PE=2 SV=1 
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P62911 135 0 2 6 17 60S ribosomal protein L32  GN=Rpl32 
PE=1 SV=2;  

G5E8N5 361 0 3 6 9,1 L-lactate dehydrogenase  GN=Ldha 
PE=3 SV=1;  

E9Q5A0 423 0 2 6 4,4 60S ribosomal protein L13a  
GN=Rpl13a PE=3 SV=1;  

P09671 222 2 2 6 12,6 Superoxide dismutase [Mn], mito-
chondrial  GN=Sod2 PE=1 SV=3 

P63323 132 1 3 6 12,8 40S ribosomal protein S12  GN=Rps12 
PE=1 SV=2;  

P62259 255 2 3 6 12,1 14-3-3 protein epsilon  GN=Ywhae 
PE=1 SV=1;  

Q9JL16 300 2 2 6 6 Interferon-stimulated gene 20 kDa 
protein  GN=Isg20 PE=1 SV=1 

Q64282 463 3 3 6 7,5 Interferon-induced protein with tetra-
tricopeptide repeats 1  GN=Ifit1 PE=1 

SV=2 
Q8C266 234 0 4 6 23,9 Ras-related protein Rab-5C  GN=Rab5c 

PE=2 SV=1 
P67984 128 3 3 6 39 60S ribosomal protein L22  GN=Rpl22 

PE=1 SV=2 
Q6ZWX6 315 3 3 6 10,1 Eukaryotic translation initiation factor 

2 subunit 1  GN=Eif2s1 PE=1 SV=3 
P10605 339 2 2 6 7,9 Cathepsin B  GN=Ctsb PE=1 SV=2 

P46638 218 0 3 6 16 Ras-related protein Rab-11B  
GN=Rab11b PE=1 SV=3; 

P97807 507 3 3 6 8,6 Fumarate hydratase, mitochondrial  
GN=Fh PE=1 SV=3 

P51881 298 3 3 6 10,7 ADP/ATP translocase 2  GN=Slc25a5 
PE=1 SV=3 

Q8VIJ6 699 3 3 6 5,7 Splicing factor, proline- and glutamine-
rich  GN=Sfpq PE=1 SV=1 

Q9WVK4 534 4 4 6 8,9 EH domain-containing protein 1  
GN=Ehd1 PE=1 SV=1 

P08905 148 3 3 5 27 Lysozyme C-2  GN=Lyz2 PE=1 SV=2 

Q99K48 473 4 4 5 11,6 Non-POU domain-containing octamer-
binding protein  GN=Nono PE=1 SV=3 

Q3THW5 128 0 2 5 14,8 Histone H2A.V  GN=H2afv PE=1 SV=3 

Q9CQR2 83 2 2 5 27,7 40S ribosomal protein S21  GN=Rps21 
PE=2 SV=1 

Q60668 355 0 2 5 6,2 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein D0  GN=Hnrnpd PE=1 SV=2; 

Q8C2Q3 669 3 3 5 3,1 RNA-binding protein 14  GN=Rbm14 
PE=1 SV=1 

E9Q0F0 1068 1 2 5 1,6 Protein Krt78  GN=Krt78 PE=4 SV=1 

Q922I7 555 0 3 5 11,3 MCG13402, isoform CRA_c  GN=Ptbp1 
PE=2 SV=1 

P14115 148 2 2 5 14,8 60S ribosomal protein L27a  
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GN=Rpl27a PE=2 SV=5 

O70404 101 2 2 5 23,7 Vesicle-associated membrane protein 
8  GN=Vamp8 PE=1 SV=1 

Q9D6Z1 580 3 3 5 5,1 Nucleolar protein 56  GN=Nop56 PE=1 
SV=2 

Q9DCD0 483 4 4 5 9,1 6-phosphogluconate dehydrogenase, 
decarboxylating  GN=Pgd PE=1 SV=3 

Q9WV32 372 4 4 5 19,3 Actin-related protein 2/3 complex 
subunit 1B  GN=Arpc1b PE=2 SV=4 

Q9D8N0 437 2 2 4 6,1 Elongation factor 1-gamma  GN=Eef1g 
PE=1 SV=3 

Q9WV02 391 0 2 4 5,3 RNA-binding motif protein, X chromo-
some  GN=Rbmx PE=1 SV=1 

Q9CZN7 504 2 2 4 4,7 Serine hydroxymethyltransferase  
GN=Shmt2 PE=2 SV=1 

P47791 500 2 2 4 4,6 Glutathione reductase, mitochondrial  
GN=Gsr PE=1 SV=3 

Q8VHM5 632 0 3 4 4,4 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein R  GN=Hnrnpr PE=2 SV=1;  

P62717 176 2 2 4 15,9 60S ribosomal protein L18a  
GN=Rpl18a PE=1 SV=1 

P11983 556 4 4 4 6,8 T-complex protein 1 subunit alpha  
GN=Tcp1 PE=1 SV=3 

P40124 474 3 3 4 8,2 Adenylyl cyclase-associated protein 1  
GN=Cap1 PE=1 SV=4 

Q9JJI8 70 2 2 4 35,7 60S ribosomal protein L38  GN=Rpl38 
PE=2 SV=3 

O89053 461 0 2 4 4,5 Coronin-1A  GN=Coro1a PE=1 SV=5;  

G3UWG1 105 0 2 4 20,9 MCG115977  GN=Gm10108 PE=3 SV=1 

F8WGL3 227 0 3 4 24,6 Cofilin-1  GN=Cfl1 PE=1 SV=1;  

P60335 356 1 2 4 7 Poly(rC)-binding protein 1  GN=Pcbp1 
PE=1 SV=1 

Q61990 362 2 3 4 10,5 Poly(rC)-binding protein 2  GN=Pcbp2 
PE=1 SV=1 

P68510 246 1 2 4 6,9 14-3-3 protein eta  GN=Ywhah PE=1 
SV=2 

Q8C1B7 431 2 2 4 4,6 Septin-11  GN=Sept11 PE=1 SV=4 

Q8C2Q7 472 0 2 4 7,6 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein H  GN=Hnrnph1 PE=2 SV=1;  

Q9Z2X1 415 0 2 4 6 Heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein F  GN=Hnrnpf PE=1 SV=3;  

P17751 299 1 3 3 9,7 Triosephosphate isomerase  GN=Tpi1 
PE=1 SV=4 

Q9Z1N5 428 2 2 3 5,6 Spliceosome RNA helicase Ddx39b  
GN=Ddx39b PE=1 SV=1 

P62274 56 2 2 3 26,7 40S ribosomal protein S29  GN=Rps29 
PE=2 SV=2 

Q9CYG7 309 3 3 3 12,3 Mitochondrial import receptor subunit 
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TOM34  GN=Tomm34 PE=2 SV=1 

P62855 115 2 2 3 20,8 40S ribosomal protein S26  GN=Rps26 
PE=2 SV=3 

Q9CQD1 215 1 2 3 10,7 Ras-related protein Rab-5A  GN=Rab5a 
PE=1 SV=1 

P61982 247 0 2 3 6,8 14-3-3 protein gamma GN=Ywhag 
PE=1 SV=2 

F6VW30 303 0 2 3 7,2 14-3-3 protein theta (Fragment)  
GN=Ywhaq PE=3 SV=1 

Q99L45 331 2 2 3 9 Eukaryotic translation initiation factor 
2 subunit 2  GN=Eif2s2 PE=1 SV=1 

P53569 1052 2 2 3 2,1 CCAAT/enhancer-binding protein zeta  
GN=Cebpz PE=1 SV=2 

Q9CWW6 131 2 2 3 10,6 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
NIMA-interacting 4  GN=Pin4 PE=2 

SV=1 
Q8BFR5 452 0 2 3 5,7 Elongation factor Tu, mitochondrial  

GN=Tufm PE=1 SV=1 
P29351 595 2 2 3 3,7 Tyrosine-protein phosphatase non-

receptor type 6  GN=Ptpn6 PE=1 SV=2 
P62814 511 2 2 3 6,8 V-type proton ATPase subunit B, brain 

isoform  GN=Atp6v1b2 PE=1 SV=1 
Q99K85 370 2 2 3 6,4 Phosphoserine aminotransferase  

GN=Psat1 PE=1 SV=1 
Q9Z0M5 397 2 2 2 5 Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester 

hydrolase  GN=Lipa PE=2 SV=2 
O08749 509 2 2 2 6,2 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mito-

chondrial GN=Dld PE=1 SV=2 
E9Q557 2883 2 2 2 0,6 Desmoplakin GN=Dsp PE=1 SV=1 

Q60865 707 2 2 2 3,1 Caprin-1  GN=Caprin1 PE=1 SV=2 

P24270 527 2 2 2 5,1 Catalase GN=Cat PE=1 SV=4 

Q99KB8 309 0 2 2 7,7 Hydroxyacylglutathione hydrolase, 
mitochondrial  GN=Hagh PE=1 SV=2 

D3Z2H9 248 0 2 2 10,4 Uncharacterized protein  GN=Tpm3-
rs7 PE=3 SV=1;  

P08113 802 1 2 2 2,8 Endoplasmin  GN=Hsp90b1 PE=1 SV=2 

P80315 539 0 2 2 4,6 T-complex protein 1 subunit delta  
GN=Cct4 PE=1 SV=3 

Q91YQ5 608 2 2 2 5,2 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 1  

GN=Rpn1 PE=1 SV=1 
F2Z456 313 0 2 2 6 NADH-cytochrome b5 reductase  

GN=Cyb5r3 PE=1 SV=1 

 


