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RESUMEN

La α-glucosidasa II participa en la ruta de la N-glicosilación de proteínas. En Candida albi-
cans se ha aislado un polipéptido soluble de 47 kDa con actividad de α-glucosidasa II; sin 
embargo, análisis bioinformáticos indican que la enzima nativa pudiera tener un peso mo-
lecular de 100 kDa. En este trabajo se estudió el efecto de inhibidores de proteasas sobre la 
distribución intracelular de la α-glucosidasa II. Se demostró que la distribución intracelular 
no fue afectada significativamente, pero la actividad de la α-glucosidasa II estuvo asociada 
a una proteína de 83 ó 47 kDa en ausencia o presencia de inhibidores de proteasas, res-
pectivamente. La enzima soluble de 83 kDa se purificó por métodos convencionales y se 
demostró que presenta características bioquímicas similares a la enzima de 47 kDa. Estos 
datos confirmaron que la proteína de 83 kDa es una α-glucosidasa II y sugieren que es 
precursora de la enzima de 47 kDa previamente descrita.
 

ABSTRACT

Alpha-glucosidase II participates in N-linked glycosylation of proteins. A soluble 47 kDa 
α-glucosidase II has been previously isolated from C. albicans; however, bioinformatics 
analysis indicate that native enzyme has a molecular mass of 100 kDa. In this study we 
assessed the effect of protease inhibitors on intracellular distribution of α-glucosidase II.  
Despite there was not a significant change in the enzyme distribution, α-glucosidase II 
activity was associated to a 83 or 47 kDa polypeptide in absence or presence of inhibitors, 
respectively. Soluble 83-kDa protein was purified by conventional methodology and its 
biochemical characteristics were similar to those reported for the 47 kDa enzyme. Thus, 
these results indicated the 83 kDa protein is an α-glucosidase II and also suggested it is a 
precursor of the 47 kDa enzyme previously reported.
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INTRodUCCIóN

Candida albicans es un hongo patógeno oportunista de humanos que en individuos inmunocompetentes for-
ma parte de la flora normal de las mucosas del organismo. Sin embargo, en condiciones de inmunosupresión 
temporal o permanente puede causar infecciones sistémicas que ponen en riesgo la vida de los pacientes.

La pared celular de C. albicans está compuesta por una capa interna de β-glucanas y quitina y una externa 
de manoproteínas (Klis et al., 2001). Estas últimas son proteínas que están modificadas ya sea con glicolípidos 
en el extremo C-terminal (anclas de glicosilfosfatidilinositol) y/o con oligosacáridos (Herscovics and Orlean, 

1993). Los azúcares se adicionan enzimáticamente a residuos de serina o 
treonina presentes a lo largo de la cadena polipeptídica (O-glicosilación) y/o 
residuos de asparagina (N-glicosilación) contenidos dentro de la secuencia 
consenso Asn-X-Ser/Thr (en donde X puede ser cualquier aminoácido ex-
cepto prolina) (Kornfeld and Kornfeld, 1985). La ruta de la N-glicosilación 
inicia en el retículo endoplásmico (RE), en donde las proteínas recién sin-
tetizadas interactúan con el complejo multiproteico oligosacariltransferasa, 
el cual transfiere un oligosacárido conformado por tres residuos de gluco-
sa, nueve de manosa y dos de N-acetilglucosamina (Glc3Man9GlcNAc2) a 
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la asparagina presente en la secuencia consenso de 
la N-glicosilación (Herscovics, 1999a). Posteriormen-
te, este oligosacárido es procesado por α-glicosidasas 
del RE: la glucosa más externa del Glc3Man9GlcNAc2 
(unida por enlace glicosídico α1,2-) es removida por 
la α-glucosidasa I, las dos glucosas remanentes (uni-
das por enlaces glicosídicos α1,3-) son eliminadas 
en dos reacciones secuenciales por la acción de la 
α-glucosidasa II, y por último un residuo de manosa 
es procesado por la α1,2-manosidasa de RE dando lu-
gar al oligosacárido Man8GlcNAc2. Las glicoproteínas 
que contienen esta N-glicana de ocho residuos de ma-
nosa son transportadas al aparato de Golgi, en donde 
glicosil hidrolasas y transferasas pueden modificar los 
N-oligosacáridos dando lugar a la generación de N-
glicanas ricas en manosa, complejas o del tipo híbrido 
(Herscovics, 1999a). 

Adicionalmente, la α-glucosidasa II participa en un 
sistema de control de calidad de glicoproteínas pre-
sente en el RE, en donde los glicopéptidos mal ple-
gados son transportados al compartimento citoplas-
mático y degradados por el proteosoma (Helenius and 
Aebi, 2004).

Estructuralmente, la α-glucosidasa II de mamíferos 
está formada por dos subunidades: α y β (Trombetta 
et al., 1996; 2001). La subunidad α posee la actividad 
catalítica pero no presenta una secuencia señal para 
su retención en el RE; en cambio, la subunidad β 
no tiene actividad catalítica pero si contiene en su 
C-terminal una secuencia señal característica de 
proteínas del RE (Trombetta et al., 1996; 2001). En 
eucariontes inferiores, como Schizosaccharomyces 
pombe y Saccharomyces cerevisiae, se han descrito las 
proteínas homólogas a la subunidad α y β (D’Alessio 
et al., 1999; Wilkinson et al., 2006) y se ha propuesto 
que la subunidad β (Gtb1) no se requiere para el 
procesamiento del oligosacárido Glc2Man9GlcNAc2, 
pero es esencial para la hidrólisis del Glc1Man9GlcNAc2 
(Wilkinson et al., 2006). A la fecha, en C. albicans solo 
se ha demostrado la presencia de la subunidad α de la 
glucosidasa II. El gen ROT2 codifica para una proteína 
de 100 kDa con homología significativa a la subunidad 
α reportada en otros eucariontes (Mora-Montes et al., 
2007). Se ha demostrado que una mutante rot2Δ de C. 
albicans presenta actividad reducida de α-glucosidasa, 
defectos en el crecimiento, en la estructuración de 
la pared celular, en el reconocimiento por células del 
sistema inmune innato y atenuación de la virulencia 
(Mora-Montes et al., 2007). Mediante estratégicas 
clásicas de purificación de proteínas, se aisló, purificó y 
caracterizó bioquímicamente un polipéptido de 47 kDa 

con actividad de α-glucosidasa II (Torre-Boscoulet et 
al., 2004). La secuenciación del extremo N-terminal 
confirmó que forma parte del producto del gen ROT2 
(Torre-Boscoulet et al., 2004), por lo cual es probable 
que la enzima nativa haya sufrido un procesamiento 
proteolítico antes o durante el procesamiento de las 
muestras. En este trabajo se determinó el efecto 
de inhibidores de proteasas sobre la distribución 
intracelular de la actividad de α-glucosidasa II. 

METodologíA

I.  Microorganismo y condiciones de cultivo. En este 
estudio se utilizó C. albicans ATCC 26555. La fase 
levaduriforme se propagó en medio líquido YPD 
(0.3 % de extracto de levadura, 1.0 % de peptona y 
2 % de glucosa) durante 24 h a 28°C con agitación 
orbital a 120 rpm.

II. Obtención de las fracciones enzimáticas. Las células 
se colectaron por centrifugación a 3 000 x g durante 
10 min a 4 °C, se lavaron tres veces con regulador 
de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0 (regulador A) 
adicionado o no con los inhibidores de proteasas 
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.5 mM o 
pepstatina A 1 µM y se sometieron a ruptura me-
cánica en un homogenizador Braun con la ayuda 
de perlas de vidrio de 0.5 mm de diámetro. La ho-
mogenización se realizó por 20 seg, enfriando con 
un flujo continuo de CO2, la muestra reposó 2 min 
en hielo y el procedimiento se repitió hasta comple-
tar 2 min de homogenización. Los homogenados se 
centrifugaron a 1 050 x g durante 10 min, los so-
brenadantes se recuperaron y nuevamente se cen-
trifugaron a 105 000 x g durante 60 min a 4 °C. La 
fracción soluble se recuperó, liofilizó y almacenó en 
alícuotas a -20 ºC hasta su uso.

III. Purificación de la α-glucosidasa. La fracción soluble 
se resuspendió en 1.5 ml de regulador A, se aplicó 
a una columna de Sefarosa CL6B (56 cm x 2.5 cm), 
previamente equilibrada con regulador A, y la pro-
teína se eluyó con el mismo regulador. Se colecta-
ron 90 fracciones de 4 ml cada una y se estimó la 
proteína midiendo la absorbencia a 280 nm y acti-
vidad de α-glucosidasa. Las fracciones con mayor 
actividad enzimática se mezclaron, se liofilizaron y 
la muestra se reconstituyó en regulador de fosfato 
de sodio 10 mM, pH 7.0 (regulador B) y se aplicó a 
una columna de DEAE Bio-Gel A (21 cm x 1.5 cm) 
equilibrada con regulador B. La columna se lavó 
con 80 ml de regulador B y se aplicaron 200 ml de 
un gradiente continuo de 0-0.5 M de NaCl en regu-
lador B. Se colectaron fracciones de 2 ml y a cada 
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una se le determinó actividad de α-glucosidasa y 
proteína a 280 nm. Las fracciones con mayor ac-
tividad enzimática se mezclaron, liofilizaron y la 
muestra se resuspendió en regulador B y se aplicó 
en una columna de Hidroxiapatita (3 x 1.5) cm 
equilibrada en regulador B. La muestra se eluyó 
primero con 20 ml de regulador B y después se em-
plearon 40 ml de un gradiente continuo de fosfato 
de sodio de 10 a 300 mM. Se colectaron fracciones 
de 1 ml a las cuales se les determinó proteína a 
280 nm y actividad de α-glucosidasa.

IV. Cuantificación de proteínas. La concentración de 
proteínas se determinó utilizando el método colo-
rimétrico de Bradford (1976) y los resultados se 
interpolaron en una curva de calibración de albú-
mina sérica bovina (0-100 μg mL-1).

V. Determinación de la actividad de α-glucosidasa. Se 
utilizó el método reportado por Torre-Boscoulet y co-
laboradores (2004), utilizando el sustrato fluorogéni-
co 4-metilumbeliferil-α-D-glucopiranósido (MUαGlc). 
La actividad específica se expresó como nmoles de 
metilumbeliferona min-1 mg de proteína-1.

VI. Electroforesis de proteínas. La separación de proteí-
nas en condiciones desnaturalizantes se llevó a cabo 
mediante la técnica de electroforesis en geles de po-
liacrilamida al 10 % (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). 
Las proteínas fueron reveladas con Azul de Coomas-
sie. Para el caso de los zimogramas semi-desnatura-
lizantes se siguió el mismo procedimiento que para 
SDS-PAGE, omitiéndose la desnaturalización de 
proteínas por calor.  La actividad de α-glucosidasa 
se reveló usando el sustrato MUαGlc como se descri-
bió previamente (Torre-Boscoulet et al., 2004).

RESUlTAdoS

Efecto de inhibidores de proteasas sobre la distribución 
intracelular de la actividad de α-glucosidasa

Las células de C. albicans fueron sujetas a ruptura 
mecánica en ausencia o presencia de inhibidores de 
proteasas (PSMF 0.5 mM o pepstatina A 1 μM), y se 
procesaron como se indicó en la parte de Materiales 
y métodos. Con el objeto de separar la fracción mixta 
de membranas (FMM) y la fracción soluble, los homo-
genados crudos fueron centrifugados a 105 000 x g 
durante 60 min a 4 °C y se les determinó actividad 
enzimática. Los resultados muestran que la presen-
cia o ausencia de inhibidores de proteasas no afectó 
significativamente la distribución de la α-glucosidasa, 

estando distribuida aproximadamente en un 65 % en 
la fracción soluble y el resto en la FMM (tabla 1). Sin 
embargo, al analizar la actividad de α-glucosidasa en 
zimogramas semidesnaturalizantes, se encontró que 
en la fracción soluble obtenida en ausencia de inhi-
bidores de proteasas la actividad enzimática estuvo 
asociada a una proteína de 83 kDa (figura 1, carril 1), 
mientras que en presencia de PMSF o pepstatina A 
el peso molecular de la α-glucosidasa fue de 47 kDa 
(figura 1, carriles 2 y 3).

Inhibidor 
de 

proteasas
Fracción

Proteína 
Total 
(mg)

Actividad

Específica* Total**   % del 
total

Ninguno FMM 58.9 0.38 22.4 36.1

Soluble 132.3 0.30 39.7 63.9

Pepstatina
A 1 μM FMM 73.7 0.26 19.2 30.9

Soluble 126.3 0.34 43.0 69.1

PMSF
0.5 mM FMM 64.4 0.32 20.6 36.5

Soluble 48.5 0.74 35.9 63.5

Tabla 1. 
Distribución intracelular de la actividad de α-glucosidasa en presencia de 
inhibidores de proteasas.

*Expresada como nmoles de metilumbeliferona min-1 mg de proteína-1.
**Expresada como nmoles de metilumbeliferona min-1 proteína total-1.

Figura 1. Zimograma semidesnaturalizante de las fracciones solubles obtenidas 
en presencia o ausencia de inhibidores de proteasas. Se analizaron alí-
cuotas conteniendo 50 μg de proteína en geles de poliacrilamida al 10 
% como se menciona en la parte de Materiales y métodos. Los geles 
fueron incubados con el sustrato MUαGlc durante 30 min a 37 ºC y 
la actividad enzimática se reveló observando los geles sobre un tran-
siluminador de luz UV. Las muestras analizadas corresponden: 1, a la 
fracción soluble obtenida en ausencia de inhibidores de proteasas; 2, en 
presencia de PMSF 0.5 mM; 3, en presencia de pepstatina A 1 μM y M, 
marcadores de peso molecular.
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Purificación de la α-glucosidasa soluble de 83 kDa

Debido a que el peso molecular de la α-glucosidasa soluble obtenida en 
ausencia de inhibidores de proteasas fue mayor al reportado previamente 
(Torre-Boscoulet et al., 2004), se decidió llevar a cabo su purificación y 
caracterización bioquímica. 

Para la purificación de la enzima, la fracción soluble fue aplicada a 
una columna (2.5 x 56) cm de Sefarosa CL6B y se eluyó con regulador A, 
colectándose fracciones de 4 mL. La enzima eluyó como un solo pico de ac-
tividad y las fracciones asociadas a ésta (usualmente 54-68) se mezclaron 
y liofilizaron, luego se aplicaron a una columna (1.5 x 21) cm de intercam-
bio aniónico de DEAE Bio-Gel A y la proteína se eluyó con un gradiente 
continuo de 0 a 0.5 M de NaCl. Nuevamente, se obtuvo un solo pico de 
actividad de α-glucosidasa, el cual eluyó con 0.15 M de NaCl, y las frac-
ciones con mayor actividad enzimática (usualmente 64-69) fueron recupe-
radas, mezcladas y liofilizadas. Como último paso de purificación se llevó 
a cabo una cromatografía de adsorción en una columna (1.5 cm x 3 cm) 
de Hidroxiapatita. Después de aplicar la muestra, la proteína se eluyó con 
un gradiente continuo de fosfatos de 10 a 300 mM, pH 7.0, y la actividad 
de α-glucosidasa eluyó con 130 mM de fosfatos. Las fracciones con mayor 
actividad (32-36) se mezclaron y utilizaron para los ensayos posteriores.

Al final de este protocolo de purificación, la actividad enzimática espe-
cífica aumentó 22 veces, con una tasa de recuperación del 22.5 % (tabla 
2). El análisis del perfil de proteínas de la muestra purificada mostró que, 
aunque la actividad enzimática no se purificó a homogeneidad, se enri-
queció el péptido de 83 kDa con actividad de α-glucosidasa (figura 2).

Caracterización bioquímica de la enzima 
purificada

La enzima mostró su actividad máxi-
ma a una temperatura de 37 ºC y 
a pH 7.4 en regulador de fostatos 
50 mM (datos no mostrados). La 
hidrólisis del sustrato fluorogénico 
MUαGlc mostró una cinética hiper-
bólica con una Km de 47 μM. Poste-
riormente, se analizó el efecto de la 
concentración de glucosa sobre la 
actividad de α-glucosidasa, encon-
trándose que este azúcar inhibió la 
hidrólisis del MUαGlc en un 97 % 
con una concentración de glucosa 
6 mM (figura 3).

Proteína 
Total (mg)

Actividad Purificación 
(veces)

Recuperación 
(%)Específica*      Total**

Fracción soluble 128.4 0.3 38.5 1.0 100
Sefarosa CL6B 54.8 0.5 27.4 1.7 71.2
DEAE Bio-Gel A 9.5 1.5 14.3 5.0 37.1
Hidroxiapatita 1.2 6.6 7.9 22.0 20.5

Tabla 2. 
Purificación de la α-glucosidasa soluble de C. albicans.

*Expresada como nmoles de metilumbeliferona min-1 mg de proteína-1.
**Expresada como nmoles de metilumbeliferona min-1 proteína total-1.

Figura 2. Análisis electroforético (PAGE/SDS) de las muestras obtenidas durante la purificación de la 
α-glucosidasa y zimograma de la fracción purificada. Se analizaron alícuotas conteniendo 50 μg 
de proteína en geles de poliacrilamida al 10 %, se tiñeron las proteínas con azul de Coomassie (M, 
1, 2 y 3) y actividad enzimática (4) como se describe en la parte de Materiales y métodos. Carriles: 
M, marcadores de peso molecular; 1, Sefarosa CL6B; 2, DEAE Bio-Gel A; 3, Hidroxiapatita y 4, 
zimograma de la fracción purificada (Hidroxiapatita).

Figura 3. Efecto de la glucosa sobre la actividad de la 
α-glucosidasa purificada. La muestra de in-
cubación contenía: enzima purificada (5 μg 
de proteína), MUαGlc 0.04 mM y diferen-
tes concentraciones de glucosa en un vo-
lumen final de 200 μl de regulador A. Las 
muestras se incubaron a 37 °C durante 30 
min. La reacción se detuvo adicionando 
3.3 ml de glicina-NaOH 50 mM de pH 11 y 
se leyó la fluorescencia a 350 nm de exci-
tación y 440 nm de emisión.

Debido al efecto inhibitorio de 
la glucosa sobre la actividad de la 
α-glucosidasa purificada, se de-
terminó si análogos de la glucosa 
tipo deoxiglucosa ejercían el mis-
mo efecto. La presencia de 6 mM 
de 2-deoxiglucosa, 3-deoxiglucosa 
o manosa, no afectaron significa-
tivamente la actividad de la enzi-
ma (actividad remanente: 87.1 %, 
100 % y 96.5 %, respectivamen-
te). Sin embargo, en presencia de 
6 mM de 6-desoxiglucosa, la acti-
vidad enzimática fue inhibida 81 ± 
4.2 % (datos no mostrados).

El siguiente paso consistió en 
analizar la sensibilidad de la enzima 
purificada a diferentes inhibidores 
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de glucosidasas. Los resultados obtenidos muestran 
que la actividad enzimática no fue significativamen-
te afectada por la presencia de castanospermina o 
australina (figura 4); sin embargo, fue parcial y total-
mente inhibida por la presencia de bromoconduritol y 
1-deoxinojirimicina (DNJ), respectivamente (figura 4).

1988; Faridmoayer and Scaman, 2005; Mora-Montes 
et al., 2006; 2008a; 2008b; 2010), en donde la adición 
de inhibidores de proteasas a los homogenados celu-
lares, más que la omisión, protegen a las enzimas de 
procesamiento proteolítico. 

El peso molecular de la enzima caracterizada en este 
trabajo está por debajo de los 100 kDa, peso molecular 
predicho para la α-glucosidasa II nativa (Mora-Montes 
et al., 2007), lo cual siguiere la presencia de por lo me-
nos un segundo evento de procesamiento proteolítico. 
Permanece por determinarse si este evento de hidróli-
sis proteolítica se lleva a cabo in vitro o in vivo.

El protocolo de purificación utilizado fue el mismo 
descrito para la proteína de 47 kDa (Torre-Boscoulet 
et al., 2004), sin embargo las veces de purificación y la 
tasa de recuperación fueron mejores cuando se partió 
de un fracción soluble obtenida sin inhibidores de pro-
teasas (22 vs 8.7 veces de purificación y tasa de recu-
peración de 22 % vs 13 %, en ausencia o presencia de 
PMSF, respectivamente), lo cual podría sugerir que la 
enzima de 83 kDa es más estable que la de 47 kDa.

Las características bioquímicas de la α-glucosidasa 
de 83 kDa fueron muy similares a las reportadas para 
la enzima de 47 kDa: inhibición por glucosa, 6-deoxi-
glucosa, DNJ y parcialmente por bromoconduritol (To-
rre-Boscoulet et al., 2004), este comportamiento apo-
ya nuestra sugerencia de que la proteína de 83 kDa es 
posiblemente un precursor de la proteína de 47 kDa. 
Adicionalmente, nuestros resultados con los análogos 
de glucosa confirmaron la importancia del grupo OH 
en la posición 2 y 3 de la glucosa para el reconoci-
miento del sustrato por la enzima, ya que al no estar 
presentes dichos residuos, la glucosa perdió su poder 
inhibitorio sobre la α-glucosidasa purificada.

Los ensayos con inhibidores específicos de glucosi-
dasas nos permitieron descartar la idea de que la enzi-
ma purificada sea una α-glucosidasa I, en lugar de una 
α-glucosidasa II. La enzima fue inhibida fuertemente 
por DNJ, inhibidor preferencial de la α-glucosidasa II 
(Herscovics, 1999b), y fue parcialmente sensible a la 
presencia de bromoconduritol, también un inhibidor 
específico de la α-glucosidasa II (Datema et al., 1982; 
Trudel et al., 1988). Adicionalmente, la actividad en-
zimática fue resistente a la presencia de australina y 
castanospermina, inhibidores de la α-glucosidasa I 
(Elbein, 1991). Los resultados obtenidos concuerdan 
con los reportados para la enzima de 47 kDa, en don-
de la actividad de α-glucosidasa fue inhibida fuerte-
mente por DNJ, parcialmente por bromoconduritol, y 
débilmente por australina y castanospermina (Torre-
Boscoulet et al., 2004).

Figura 4. Efecto de inhibidores sobre la actividad de la α-glucosidasa purifi-
cada. La mezcla de reacción contenía: enzima purificada (5 μg de 
proteína), MUαGlc 0.04 mM y diferentes concentraciones de inhibidor 
en un volumen final de 200 μl de regulador A. Se incubaron a 37 °C 
durante 30 min, se detuvo la reacción y se leyó la fluorescencia como 
se describió previamente. (●), castanospermina; (▲), australina; (■), 
bromoconduritol y (♦), deoxinojirimicina.

dISCUSIóN

Trabajos previos han demostrado la presencia de ac-
tividad de α-glucosidasa en homogenados de C. al-
bicans (Torre-Boscoulet et al., 2004; Mora-Montes 
et al., 2007). El análisis de la actividad soluble de 
α-glucosidasa obtenida en presencia de PMSF reve-
ló una proteína de 47 kDa con actividad enzimática 
(Torre-Boscoulet et al., 2004).

En el presente trabajo realizando el mismo proto-
colo de ruptura celular pero en ausencia de inhibi-
dores de proteasas, encontramos que el peso mole-
cular de la enzima se incrementó, ya que la actividad 
enzimática se encontró asociada a un polipéptido de 
83 kDa. La interpretación que damos a este resulta-
do es que en presencia de PMSF o pepstatina A, una 
actividad proteolítica presente en los homogenados 
celulares lleva a cabo el procesamiento de la proteí-
na de 83 kDa, generándose la enzima de 47 kDa. Por 
el contrario, en ausencia de inhibidores de proteasas, 
una segunda actividad proteolítica (sensible a PMSF 
y pepstatina A) se encarga de inactivar a la protea-
sa responsable del procesamiento de la α-glucosidasa 
II. Este mecanismo contrasta con los reportados para 
otras glicosil hidrolasas (Jelinek-Kelly and Herscovics, 
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En conclusión, los resultados obtenidos de-
mostraron que la enzima soluble de 83 kDa es una 
α-glucosidasa II precursora de la enzima de 47 kDa 
previamente caracterizada.
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