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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Glicosilación 

La glicosilación es un proceso enzimático fundamental que ocurre en todas células 

y que consiste en la síntesis de estructuras sacáridas llamadas glicanos (Ramírez, 

2021). Estas moléculas se encuentran en la superficie celular de las 

arqueobacterias, eubacterias y organismos eucariotas (Li et al., 2021) y la secuencia 

y estructura de los glicanos diferirá dependiendo del organismo (Varki et al., 2022). 

Los glicanos son moléculas complejas tridimensionales constituidas por sacáridos 

y polisacáridos (Varki et al., 2022) que se encuentran unidos entre sí por enlaces 

glicosídicos (Ramírez, 2021). Los glicanos pueden estar en forma libre, como los 

glicosoaminoglicanos o conjugados por enlaces covalente a proteínas, lípidos y 

ácido ribonucleico para formar glicoconjugados formando glicoproteínas, 

glicolípidos, proteoglicanos, anclas de GPI y glicoARN (Ramírez, 2021).  

Los genes que codifican para proteínas y enzimas involucradas en este proceso se 

denominan glicogenes (Akase et al., 2019) (Schjoldager et al., 2020) y en humanos 

existen alrededor de 700 glicogenes (Schjoldager et al., 2020).  

En eucariotas, la síntesis y transferencia de glicanos ocurre en el citoplasma, 

retículo endoplásmico (RE), aparato de Golgi y en la superficie celular (Varki et al., 

2022). En el caso de los humanos, la glicosilación es crítica, ya que en la etapa 

embrionaria su ausencia es letal y mutaciones en glicogenes pueden alterar la 

respuesta inmunitaria, permitir el escape de virus o promover procesos 

metastásicos en cáncer (Reily et al., 2019).  

Debido a la gran diversidad de glicanos, estos tienen diferentes funciones, una de 

ellas es como barrera permeable solo a determinadas moléculas, también exhiben 

funciones organizacionales y estabilizadoras ya que proporcionan estabilidad 

estructural tanto a nivel molecular como celular (Bürgi, et al., 2021), también los 

glicanos constituyen una herramienta recurrente entre diferentes tipos de virus en 



su interacción con las células, así como en los mecanismos de evasión de la 

respuesta inmune (Mora et al., 2021) 

1.2 Enzimas que participan en la formación de glicanos 

Existen diversas enzimas que participan en las síntesis de glicanos, como enzimas 

activadoras de monosacáridos que serán transferidos a estructuras glicánicas, así 

como glicosiltranferasas y glicosidasas que se encargan de sintetizar y remodelar 

para obtener glicanos maduros (Varki et al.,2022). 

1.2.1 Glicosiltransferasas (GTs)  

Las glicosiltransferasas son las enzimas responsables de la formación del enlace 

glicosídico (Cruz, 2019). Son enzimas ubicuas, responsables de toda la diversidad 

y complejidad de glicanos y glicoconjugados que se encuentran en los diferentes 

organismos (Cruz, 2019). Hay una gran cantidad y variedad de glicosiltransferasas, 

y se clasifican según el monosacárido que es transferido, generalmente a partir de 

un azúcar unido a un nucleótido; y el sustrato sobre el que actúan (Navarro, 2021) 

que involucran a carbohidratos, proteínas, lípidos, ADN, además de numerosas 

moléculas pequeñas como antibióticos, flavonoides y esteroles (Cruz, 2019).  

Las glicosiltransferasas catalizan la transferencia de azucares provenientes de 

moléculas donantes activadas a moléculas aceptoras específicas, para formar un 

enlace tipo O-, N-, o C- glicósido el cual puede ser parte de un monosacárido, 

oligosacárido o polisacárido (Cruz, 2019), aunque la mayor parte de ellas 

intervienen en la glicosilación para la formación de glicoconjugados, figura 1 

(Navarro, 2021). 

 

 



 

Figura 1: Transferencia de azucares por las enzimas glicosiltranferasas a moléculas 

aceptoras en las que se encuentran: proteínas, lípidos y otros monosacáridos  

Figura modificada de Cruz, 2019. 

 

1.2.2 Glicosidasas 

Las glicosidasas son enzimas que catalizan la hidrólisis del enlace glicosídico 

presente en glicanos y glicoconjugados. Sus funciones comprenden desde la 

degradación de polisacáridos como el almidón, glucógeno o quitina, hasta, el 

catabolismo lisosomal de glicoconjugados y la biosíntesis de glicoproteínas 

presentes en las membranas celulares hasta la remodelación de glicanos para la 

obtención de glicanos maduros (Bailen,2019; Pingitore, 2021). 

1.3 Precursores de glicosilación 

Como se mencionó anteriormente, para que las glicosiltransferasas puedan 

sintetizar glicanos se necesitan moléculas donantes activadas, y para ello sus 

precursores suelen ser monosacáridos, principalmente glucosa y fructosa, ya que 

mayoría de los organismos pueden sintetizar los otros monosacáridos a partir de 

estas fuentes (Varki et al., 2022). Los monosacáridos se importan a la célula 



mediante diferentes mecanismos, uno de ellos son los transportadores de difusión 

facilitada independientes o dependientes de energía (Bürgi et al., 2021). Los 

monosacáridos deben activarse a un donante de alta energía para su uso en la 

síntesis de glicanos (Varki et al., 2022). Este proceso requiere nucleósidos 

trifosfatos, típicamente UTP o GTP y un glicosil-1-P (monosacárido con un fosfato 

en el carbono anomérico). Pueden ser activados por una cinasa o generados a partir 

de un azúcar nucleótido activado previamente sintetizado (Varki et al., 2022). 

En las células eucariotas, la activación de los monosacáridos y las interconversiones 

ocurren principalmente en el citoplasma (Varki et al., 2022). Los transportadores 

específicos de azúcares de nucleótidos llevan donantes de azúcares activados al 

aparato de Golgi y, en menor medida, al ER, tabla 1 (Varki et al., 2022). 

 

Tabla 1: Hexosas y sus formas activadas que participan en la glicosilación de la mayoría de 

las glicanos  

 

 

 

 

 

Hexosa Forma activa 

Glucosa  

 

UDP 

 

Galactosa 

N-acetilglucosamina 

N-acetilgalactosamina 

Xilosa 

Manosa GDP 

 Fucosa 

Ácido siálico CMP 

Molécula energética a la que se une el carbohidrato 



1.4 Glicoconjugados: Proteoglicanos, glicoproteínas y glicolípidos 

Los glicoconjugados se forman a través de la glicosilación y son uno de los 

constituyentes principales de las células de mamíferos (Shivatare, et al., 2022). Son 

el resultado de la unión covalente entre carbohidratos y otras biomoléculas como 

proteínas, lípidos, ADN, y otros carbohidratos, en donde el carbohidrato 

constituyente del complejo se conoce como glicano (Ramirez, 2021).  Las tres 

clases principales de glicoconjugados son los proteoglicanos, las glicoproteínas y 

glicolípidos (Shivatare, et al., 2022) 

 

1.4.1 Proteoglicanos 

Los proteoglicanos se componen de una proteína "central" y una o más cadenas de 

un tipo especial de polisacáridos denominados glicosoaminoglicanos (GAG), los 

cuales se encuentran constituidos por un aminoazúcar y ácido urónico (Varky et al., 

2022; Bürgi et al., 2021). Específicamente la unión ocurre entre el grupo hidroxilo 

de un residuo de serina y la xylosa del extremo reductor del polisacárido (Bürgi et 

al.,2021). Esta familia de glicoconjugados tiene una amplia variedad de funciones, 

relacionadas tanto con la inflamación como con la fibrosis, la regulación de 

colágenos, además funciones relacionadas con la adhesión celular y las 

interacciones de los ligandos, que vinculan la matriz extracelular con la señalización 

intracelular (Meen et al., 2023). Una característica importante de los 

proteoglicanos son sus cadenas GAG unidas, que pueden unirse y modular las 

actividades de una amplia variedad de proteínas, incluidos los factores de 

crecimiento, las quimiocinas y los inhibidores de la proteasa (Meen et al., 2023). 

 

 

 

 

 



1.4.2 Glicoproteínas 

Las glicoproteínas son compuestos orgánicos formados a partir de proteínas y 

carbohidratos (Naseri et al., 2020). Cuando las proteínas se unen una o varias 

cadenas de glicanos forman un enlace covalente, el cual puede clasificare en varios 

tipos (Schjoldager et al., 2020), a continuación, se describirán los más comunes:  

• N-enlace: Se refiere a la unión covalente de un donante de glicano 

preensamblado al átomo de nitrógeno de una cadena lateral de asparagina 

(Struwe et al., 2019; Reily et al., 2019). Este tipo de glicoproteínas se 

encuentran en la mayoría de los organismos vivos donde tienen un papel 

importante en la regulación de muchas funciones intracelulares y 

extracelulares (Reily et al., 2019). 

Algunos ejemplos de enlaces-N son la galactosilación, GlcNAsilación, 

sialilación y fucosilación, por lo tanto el tipo de carbohidrato determinan si la 

estructura final se clasifica como un N -glicano con alto contenido de 

manosa , un N -glicano híbrido o un complejo N-glicano ( Reily et al., 2019). 

• O-enlace: Ocurre en el aparato de Golgi, (Reily et al., 2019) donde los 

residuos de N -acetilgalactosamina (GalNAc) o N-Acetilglucosamina (GlcN 

Ac) (Struwe et al., 2019) se agregan a los residuos de a los grupos hidroxilo 

de la serina (Ser), treonina (Thr) o tirosina (Tyr) (Bürgi et al., 2021). El O-

glicano se extienden mediante la adición paso a paso de galactosa (Gal), N -

acetilglucosamina (GlcNAc), fucosa (Fuc) y N- ácido acetilneuramínico 

(Neu5Ac) (Struwe et al., 2019). 

• C-manosilación: Es un enlace carbohidrato-proteína que implica la unión de 

un residuo de α-manosilo al C-2 del Trp a través de un enlace CC. A 

diferencia de los enlaces N- y O -glicósilo, este enlace glicopeptídico no 

implica un grupo funcional aminoácido. (Spiro ,2002). 

 

1.4.3 Glicolípidos  

Un glicolípido es un carbohidrato que está unido covalentemente a un lípido. Los 

glicolípidos son estructuras biomoleculares en la bicapa de fosfolípidos de la 

https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos10
https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos10
https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos10
https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos10
https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos11
https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos11
https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos11
https://www.nature.com/articles/s41581-019-0129-4#Glos12


membrana celular cuyo componente carbohidrato se extiende al exterior de la célula 

(Bonilla, 2022). Debido a su gran composición laos glicolípidos se dividen en 3 

grupos: 

• Glicoesfingolípidos: Se compone de un carbohidrato y un esfingolípido 

unidos entre sí por un enlace glucosídico (Milla, 2020). Dentro de este grupo 

de glicolípidos hay una subclasificación donde se encuentran los 

cerebrósidos, globosidos y gangliósidos 

• Glicoglicerolípidos: Consisten de un residuo glicosídico y uno o más 

residuos acilos unidos a través de una molécula de glicerol (Paredes et al., 

s.f) 

•  Glicosilfosfatidilinositol: Es un glicolípido complejo sintetizado en el 

retículo endoplásmico mediante una ruta conservada (Yadav, 2018). 

 

Estos glicoconjugados ofrecen un amplio repertorio de funciones, pues juegan un 

papel importante en una variedad de procesos fisiológicos como reguladores de la 

vida media de proteínas circulantes, agentes de protección, lubrificación, 

favorecedores del funcionamiento del sistema nervioso (del Campo, 2019) y 

patológicos, como la metástasis celular, la transducción de señales, la adhesión 

intercelular, la inflamación y la respuesta inmunitaria (Xu et al., 2021) 

El conjunto de glicanos que se encuentran en las glicoproteínas, incluidas las 

proteínas ancladas en glicosilfosfatidilinositol (GPI) y los proteoglicanos, junto con 

los glicolípidos y los oligosacáridos y polisacáridos libres, constituye el glicoma de 

una célula, y el conjunto de glicoconjugados en la superficie celular constituye la 

glicocálix (Schjoldager et al., 2020). 



 

Figura 2: Principales clases de glicoconjugados del glicoma celular humano. Figura 

modificada de (Xu et al, 2021). 

 

1.5 Estructura general del GPI 

El GPI tiene una estructura central altamente conservada en la evolución (18, 19), 

consiste en una molécula de fosfatidilinositol (PI) que está anclado a la membrana 

celular y se le une un glicano glucosamina (GlcN), seguido de 3 manosas (Man) y 

varias unidades de etanolamina-fosfato (EtNP), lugar donde se puede unir la 

proteína blanco por su extremo C-terminal mediante un enlace amida (2, 18), esta 

unión ocurre en el RE (Kinoshita, 2020; Liu et al., 2021; Varki et al., 2022;).Existen 

alrededor de 30 glicogenes implicados en la síntesis de GPI, y entre ellos, las 

proteínas de la biosíntesis del glicano-fosfatidilinositol (PIG) por sus siglas en inglés 

Phosphatidylinositol-glycan biosynthesis protein que participan en las primeras 



fases de la síntesis del glicolípido (Kinoshita ,2020). Se ha reportado niveles 

elevados de proteínas ancladas a GPI en plasma de diversos tipos de cáncer 

(Dolezal et al., 2014). 

 

1.6 Alteración de glicosilación en cáncer 

Las alteraciones en las glicoproteínas, glicoesfingolípidos y proteoglucanos son 

características comunes de las células cancerosas (Pinho, y Reis, 2015). Se ha 

descrito que las alteraciones ocurren entre los primeros cambios de una célula 

durante su transición hacia la neoplasia, uno de esos cambios es la modificación de 

moléculas glicosiladas. (Gorocica et al., 2008). Los cambios de glicanos en las 

células malignas toman una variedad de formas, que va desde la pérdida de 

expresión o expresión excesiva, alteración en la actividad de la enzima, aumento de 

la expresión de glicanos incompletos o truncados y, con menor frecuencia, aparición 

de nuevos glicanos (Bellis et al., 2022). 

Así, el estudio de uno varios genes que participan en la glicosilación ayudarán a 

comprender si las alteraciones en los glicanos se pueden deber a cambios a nivel 

transcripcional o traduccional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. ANTECEDENTES 

2.1 Expresión de glicogenes en cáncer cervicouterino 

Un estudio realizado por el Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA) en el 2017 reveló 

que el cáncer cervicouterino es diverso desde la perspectiva molecular (TCGA 

2017). Además, un estudio reciente del grupo de investigación de biología molecular 

del Centro de Investigación Biomédica de Oriente del IMSS reveló que la expresión 

de glicogenes es diversa en cáncer cervicouterino, sugiriendo que el glicoma de 

este tipo de cáncer puede ser diverso (Martínez-Morales et al.,2021). Asimismo, los 

resultados de este estudio revelaron que la expresión de un conjunto de glicogenes 

podría ser útil para identificar pacientes con tumores más agresivos (Martínez-

Morales et al., 2021). Entre los glicogenes alterados en cáncer cervicouterino se 

encuentran aquellos que están implicados en la síntesis de GPI (Martínez-Morales 

et al., 2021).  

 

2.2 Expresión de PIGX en Cáncer cervicouterino (CaCu) 

Resultados de un estudio in silico de expresión de glicogenes en cáncer 

cervicouterino sugieren que el glicogen PIGX, de la familia Phosphatidylinositol-

glycan biosynthesis protein, podría funcionar como biomarcador pronóstico 

(Caballero Bahena, 2022). Los resultados indican que pacientes con altos niveles 

del ARNm de PIGX tienen mayor probabilidad de supervivencia en comparación con 

pacientes que tienen niveles bajos del ARNm (Caballero Bahena, 2022; The Human 

Protein Atlas). Sin embargo, se desconoce cómo podría estar regulada su 

expresión. 

 

 

 

 

 



2.3 Participación de PIGX en el cáncer de mama 

De forma opuesta a CaCu, la alta expresión del gen PIGX en cáncer de mama está 

asociada a menor sobrevida de las pacientes y ensayos en líneas celulares indican 

que la expresión de PIGX promueve la proliferación de las células cancerosas 

(Nakakido et al., 2016). Además, resultados de ensayos de interacción de proteínas, 

de silenciamiento de genes y de expresión génica indican que PIGX estaría 

formando un complejo con las proteínas RCN1 y RCN2 del RE y podrían estar 

regulando negativamente la expresión de dos genes supresores de tumores, ZIC1 

y EHD2, y contribuir así a la carcinogénesis (Nakakido et al., 2016). Estos datos 

sugieren que PIGX podría estar ejerciendo otras funciones celulares con otras 

proteínas, además de la ruta de síntesis de GPI. 

 

2.4 Regulación de la expresión de PIGX 

Hasta ahora no se han descrito los mecanismos de regulación de PIGX, por esta 

razón, el grupo de investigación identificó la posible región promotora (figura 3) 

(Xicale et al., 2020) y se realizó un análisis in silico de los niveles de metilación de 

la posible región promotora del gen PIGX en pacientes con cáncer cervicouterino 

(González-García, 2022). Los resultados sugieren que la metilación de dos 

posiciones del posible promotor de PIGX podría tener un papel relevante con los 

niveles del ARNm del glicogen (González-García, 2022). 

 



Figura 3: Secuencia promotora del glicogen PIGX (Xicale 2020). 

3. JUSTIFICACIÓN                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

El estudio de glicogenes se ha vuelto el estudio de interés de varios investigadores, 

debido a que cambios en su expresión podría provocar glicosilaciones alteradas. Un 

rasgo común en cáncer es la alteración de la glicosilación donde ciertas 

glicoproteínas y glicolípidos juegan un papel importante en la progresión, 

recurrencia y quimio resistencia de esta enfermedad (Armbrister et al., 2023) 

PIGX es un glicogen que está involucrado en la síntesis de glicosilfosfatidilinositol y 

su expresión parece ser relevante para cáncer de mama y cervicouterino. Existen 

datos que sugieren que podría estar ejerciendo otras funciones además de 

participar en la síntesis del glicosilfosfatidilinositol y se desconoce los mecanismos 

de regulación del gen.  

Por lo anterior mencionado, esta investigación se centra en recopilar toda la 

información del gen PIGX y su respectiva proteína, ya que, aunque participa en un 

proceso de glicosilación, se ha subestimado su importancia y su posible relación 

con el cáncer cervicouterino. 

Es así como, ante la ausencia de investigaciones del gen PIGX, este trabajo cobra 

relevancia, pues se dará a conocer todo un conjunto de datos en donde se resalta 

el valor del gen, además de un apartado experimental en donde se pretende clonar 



de la región promotora y reguladora del gen, y así poder tener más alcance sobre 

su información y pueda transcender a futuras investigaciones                                                        

 

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Identificar mediante revisión bibliográfica y herramientas bioinformáticas las 

características del gen PIGX y su proteína, así como su implicación en los procesos 

celulares. 

4.2 Objetivos específicos 

• Identificar las características del gen PIGX mediante herramientas 

bioinformáticas y revisión bibliográfica. 

• Examinar la expresión de ARNm de PIGX y de la proteína en diferentes 

tejidos. 

• Analizar la estructura terciaria de la proteína PIGX mediante herramientas 

bioinformáticas. 

• Determinar las diferencias que existen entre las isoformas de la proteína 

PIGX usando alineamientos de aminoácidos. 

• Identificar al gen PIGX y su proteína en diferentes especies. 

• Analizar la relación de la proteína PIGX con otras proteínas. 

• Determinar la participación del gen PIGX en diferentes enfermedades. 

• Clonar la posible región promotora del gen PIGX. 

 

 

 

 

 

 



5. METODOLOGÍA 

Parte 1. 

5.1 Búsqueda bibliográfica 

Se ocuparon varias plataformas como lo fue Google Académico, PudMed, Elsevier, 

ScienceDirect, Nature, Plos One y Wiley, en donde se recopilaron la mayor parte de 

artículos tanto de revisiones como experimentales, en donde el criterio de búsqueda 

fue “Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class X sin discriminación de 

fechas u otros filtros. 

5.2 Localización del gen PIGX en el genoma humano 

Para obtener la localización del gen PIGX se utilizó la base de datos NCBI, en donde 

a partir de la búsqueda del gen “PIGX fosfatidilinositol glicano ancla biosíntesis clase 

X [ Homo sapiens (humano)]” con el ID: 54965, se observó en que cromosoma se 

encuentra, la posición y el tamaño del gen. 

5.3 Variantes de ARNm del gen PIGX 

A partir de la búsqueda de “Gen: PIGX ENSG00000163964” en la base de datos 

Ensembl (se obtuvo el número de variantes que se encuentran descritas para el 

gen, además de mostrarse los pares de bases, también encontramos el número de 

aminoácidos y el biotipo  

5.4 Isoformas de la proteína PIGX 

Para hallar las isoformas que se encuentran descritas en la literatura, se ocupó la 

base de datos UNIPROT, en donde se utilizó la entrada “Q8TBF5 · PIGX_HUMAN”, 

aquí se identificaron las secuencias de aminoácidos de las isoformas, su masa, y 

las modificaciones postraduccionales que tiene. 

5.5 Estructura terciaria de la proteína PIGX 

Para la observación de la estructura terciaria de la proteína se empleó la plataforma 

AlphaFold DB (Jumper et al.,2021) con la entrada “Phosphatidylinositol-glycan 

biosynthesis class X protein”, aquí se muestra la secuencia de aminoácidos de la 

proteína, datos generales y el nivel de confianza del modelo. 



5.6 Gen PIGX y su proteína en otros organismos 

En el análisis de este apartado se ocuparon 3 bases de datos, las cuales son NCBI, 

en donde se muestra información sobre el linaje, Ensembl, aquí se da a conocer los 

ortólogos de la proteína y TreeFarm, una plataforma que muestra un árbol 

filogenético de la proteína. 

5.7 Otras potenciales funciones de PIGX  

Para el estudio de otras posibles funciones de PIGX se utilizó la plataforma 

BIOGRID (Oughtre et al., 2021) en donde se muestra la interacción física que hay 

entre la proteína de interés y otras proteínas, también muestra el nombre de la 

enzima, en que organismo se encuentra y las funciones que tiene. 

Por otro lado, se ocupó la plataforma de STRING (Szklarczyk et al.,2023), aquí se 

recopilarán datos de varios tipos de artículos para dar información de redes de 

interacción entre proteínas a través de diagramas gráficos. 

5.8 Expresión del gen y la proteína PIGX en diferentes tejidos de humano 

A fin de encontrar en que tejidos se expresa el gen y la proteína se destinaron como 

búsqueda diferentes plataformas, el primero fue GTexPortal aquí se muestra la 

expresión génica específica de un tejido a través de gráficos.  

Por otra parte, se revisó la plataforma The Human Protein Atlas (Uhle et al., 2017), 

que da a conocer la expresión de ARNm y de la proteína del gen. En este caso 

proporciona la información mediante graficas de barras. 

5.9 Implicación de PIGX en diferentes enfermedades 

Se inicio con la base de datos de Genecards (Stelzer et al., 2017), en donde muestra 

toda la información relevante de el gen, aquí mismo se halló la plataforma Open 

Targets (Ochoa et al., 2023), que reúne información sobre posibles enfermedades 

en donde puede estar implicado el gen.  



Además de esta base de datos también se usó PudMed, Google Academic, 

Elsevier, Nature, entre otras, para la búsqueda de los artículos relacionados con las 

enfermedades. 

Parte 2 

5.10 Extracción de ADN genómico 

Se utilizó el protocolo “DNA Purification from Blood or Body Fluids (Vacuum 

Protocol” del Kit QIAamp DNA Blood Mini. Este protocolo es para la purificación del 

ADN total (genómico, mitocondrial y viral) desangre total, plasma, suero, linfocitos y 

fluidos corporales. 

Se inició con el pipeteo de 40 μl de proteasa QIAGEN (o proteinasa K) en el fondo 

de un tubo eppendorf de 1.5 ml, después se le agrega 400 μl de la muestra de 

sangre previamente extraído y guardo en un tubo EDTA (tapa lila). Seguido se le 

agregó 400 μl de buffer AL a la muestra y se mezcló en un vórtex durante 15 s. Se 

incubó a 56°C durante 10 min. Después se centrifugó brevemente para eliminar las 

gotas del interior de la tapa. Se añadió 400 μl de etanol (96–100 %) a la muestra y 

se mezcló de nuevo mediante agitación (vortex) durante 15 s. Después de mezclar, 

se centrifugó para eliminar gotas desde el interior de la tapa. Se añadió con cuidado 

la mezcla a una la columna de centrifugación QIAamp Mini (en un tubo de recogida 

de 2 ml) sin mojar el borde. Después se centrifugó a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 

min., se desechó el filtrado y se colocó en un tubo de recolección limpio de 2 ml. 

Se abrió con cuidado la columna de centrifugación y se añadió 500 μl de buffer AW1 

sin mojar el borde. Se centrifugó a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min y see colocó 

la columna en un tubo de recolección limpio de 2 ml. Se añadió 500 μl de buffer 

AW2 sin mojar el borde. Se cerró la tapa y se centrifugó a máxima velocidad (14 

000 rpm) durante 3 min. Finalmente se colocó la columna de centrifugación en un 

tubo de microcentrífuga limpio de 1.5 ml y se desechó el tubo de recolección que 

contiene el filtrado. Se añadió 50 μl de buffer de agua destilada e incubo a 

temperatura ambiente (125 °C) durante 5 min y luego centrifugar a 6000 x g (8000 

rpm) durante 1 min. Se volvió a repetir el paso de elución, ahora con 30 ml de buffer 



AE e se incubó durante 2 min y centrifugo, finalmente se realizó una tercera elución 

con 20 ml de buffer AE e incubó durante 1 min y se centrifuó.  

Después de la última elución se colocó inmediatamente en hielo y se resuspendió 

muy bien para medir la concentración.  

5.11 Reacción de PCR punto final 

Para la reacción de PCR se utilizaron dos pares de oligos, unos de 755pb y otros 

de 1396pb, los cuales fueron dados por el Centro Biomédico de Oriente (CIBIOR), 

además de MasterMix 2x de la marca Promega, tabla X se muestran los oligos para 

amplificar 1396 pb y en la tabla X se muestran los oligos para amplificar 755 pb, 

además se muestran sus condiciones de uso.  

Secuencia de oligos para 1396 pb 

FW GGTACCACACACTGAAGCAATGGC 

RV AAGCTTGGCTGGGACCGAGTGCT 

 

Para una reacción de 25 µl de volumen final 

Reactivo Volumen  Concentración 

PCR Master Mix 2X  12.5 µl  1X 

Oligo Fw (10mM) 1.25 µl 0.5 mM 

Oligo Rv (10mM) 1.25 µl 0.5 mM 

ADN (165 ng/µl) 1 µl <250ng 

Agua libre de nucleasas 9 µl − 

Volumen final 25 µl  

 

 

 

 

 



 

 

Las condiciones de la PCR fue las siguientes: 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización 

inicial 

95° C 2 min 

Desnaturalización  95° C 60 s 

Alineamiento 65° C 60 s 

Extensión 72°C 1:40 min 

Extensión final 72° C 7 min 

Refrigeración 4° C ∞ 

La reacción se hizo de 30 ciclos ya que da como resultado una amplificación óptima 

de los productos deseados 

 

Secuencia de oligos para 755 pb 

FW CTCGAGATGCTCTCTTGGCCTGCTTA 

RV AAGCTTGCGCGCTGCCCCAGATTTAT 

 

Para una reacción de 25 µl de volumen final 

Reactivo Volumen  Concentración 

PCR Master Mix 2X  12.5 µl  1X 

Oligo Fw (10mM) 1.25 µl 0.5 mM 

Oligo Rv (10mM) 1.25 µl 0.5 mM 

ADN (165 ng/µl) 1 µl <250ng 

Agua libre de nucleasas 9 µl − 

Volumen final 25 µl  

 

 



 

 

Las condiciones de la PCR fue las siguientes: 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización 

inicial 

95° C 2 min 

Desnaturalización  95° C 60 s 

Alineamiento 65° C 60 s 

Extensión 72°C 45 s 

Extensión final 72° C 7 min 

Refrigeración 4° C ∞ 

La reacción se hizo de 30 ciclos ya que da como resultado una amplificación óptima 

de los productos deseados 

 

5.12 Electroforesis 

Para la realización de la electroforesis se utilizó buffer TBE el cual se preparó un 

stock una concentración 5X, para después diluirlo a 1X. Se realizó un gel de 

agarosa al 1 %. Se corrió con buffer TBE al 1X frio, durante 45 minutos a 75 volts. 

Para 1L de TBE 5X  

Reactivo Cantidad 

Tris base  54 g 

Ácido bórico 27.5 g 

EDTA (0.5M, pH8) 20 ml 

Disolver uno por uno cada reactivo en agitación, para evitar sedimentos posteriores. 

Una vez ya disuelto se esterilizó en autoclave a 15 libras por 15 minutos. 

Para diluir el TBE 5X se ocupó agua estéril. 

 



 

 

5.13 Purificación de banda de electroforesis 

La extracción de banda se realizó cortando la banda lo más precisa posible, se 

utilizó el protocolo del Zymoclean gel DNA Recovery Kit. 

Antes de comenzar asegúrese que buffer de lavado esté preparado con 96 ml de 

etanol al 100 % (104 ml de etanol al 95 %) y los 24 ml de concentrado de buffer de 

lavado. Además de encender el termoblock a 55°C. 

Todos los pasos de centrifugación se realizaron a 12, 000 x g.  

Primero se extrajo el fragmento de ADN del gel de agarosa con una hoja de afeitar, 

bisturí u otro dispositivo y transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. 

Posteriormente se agregó 3 volúmenes de ADB a cada volumen de agarosa 

extraído del gel (p. ej., para 100 µl (mg) de rebanada de gel de agarosa, agregue 

300 µl de ADB.Se dejo incubando a 55 °C durante 10 y luego se mezcló brevemente 

la muestra por agitación o inversión. La solución de agarosa derretida se transfirió 

a una columna Zymo-Spin™ en un tubo de recogida. Se centrifugo durante 1 minuto 

y se desechó el líquido. Después se agregó 200 µl de buffer de lavado de ADN a la 

columna y se centrifugo durante 30 segundos, se desechó el líquido y se repitió el 

paso de lavado. Coloque la columna en un tubo de 1,5 ml 

Finalmente se añadió 8 ul de agua inyectable al filtro de la columna, se dejó 

incubando 5 min a temperatura ambiente y se centrifugo durante 1 minuto, este 

paso se repitió 2 veces. Se resuspendió cuidadosamente para homogenizar. 

5.14 Vector pGL4.12 

Para analizar el promotor del gen PIGX su uso el plásmido pGL4.12 el cual contiene 

al gen reportero de luciferasa luc2CP de Photinus pyralis (luciérnaga), en la figura 

4 se muestran las características del vector, el cual presenta un sitio de 

multiclonación con diferentes tipos de sitios para enzimas de restricción y un gen de 



resistencia a ampicilina para poder seleccionar las clonas. Los sitios que se usaran 

del vector son HindIII, KpnI y XhoI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representación esquemática del vector pGL4.12 

 

5.15 Enzimas de restricción 

Se ocuparon las enzimas HindIII, KpnI y XhoI del paquete de FastDigest de la marca 

Thermo Scientific. El buffer y se sacaba antes del refrigerador y se mantenían en 

hielo para que se descongelaran gradualmente. Las enzimas se sacaban al 

momento y se mantenían en hielo, y una vez utilizados se volvían a guardar.  A 

todos los reactivos se les daba un spin para quitar residuos en las tapas. Se realizó 

una doble digestión ya que las enzimas tenían un buffer único. Se realizó corte tanto 

para el vector como para los productos de PCR que provienen de la región 

promotora del gen PIGX. 

Para una reacción de 20 µl  

Vector pGL4.12 

Vector 0.9 µg 

Buffer 10x 2 µl 



 

 

 

  

 

La restricción se realizó en un temoblock durante 2hrs a 37°C. Después se corrió 

en un gel de agarosa al 1 % y se hacía nuevamente extracción de banda siguiendo 

el protocolo anteriormente mencionado. 

5.16 Ligación 

Para la ligación se ajustó el protocolo de la T4 ligasa de la marca Termo Scientific. 

El buffer se sacaba antes del refrigerador y se mantenían en hielo para que se 

descongelaran gradualmente. La enzima T4 ligasa se sacaba y se mantenía en hielo 

solo en el momento que se ocupaba, y después inmediatamente se volvía a guardar. 

Todos los reactivos recibían un spin para quitar cualquier residuo de la tapa y para 

homogenizar los reactivos.  

La reacción de ligación se ajustó a 20 µl 

Fragmento de 1396 pb 16 µl  

Vector pGL4. 12 linealizado 0.3 µg 

Fragmento de 1396 pb 1 ug 

HindIII 10 U 

KpnI 10 U 

Agua LN 16 µl 

Volumen final 20 µl 

Fragmento de 1396 pb 

Fragmento 1 µg 

Buffer 10x 2 µl 

HindIII 10 U 

XhoI 10 U 

Volumen final 20 µl 

Vector pGL4.12 

Vector 0.9 µg 

Buffer 10x 2 µl 

HindIII 10 U 

KpnI 10 U 

Agua LN 16 µl 

Volumen final 20 µl 

Fragmento de 755 pb 

Fragmento 1 µg 

Buffer 10x 2 µl 

HindIII 10 U 

XhoI 10 U 

Volumen final 20 µl 



Buffer 10x 2 µl 

T4 Ligasa 5 Weiss U/µL 

Volumen final 20 µl  

 

 

Fragmento de 755 pb 16 µl  

VectorpPGL4. 12 linealizado 0.3 µg 

Fragmento de 755 pb 1 ug 

Buffer 10x 2 µl 

T4 Ligasa 5 Weiss U/µL 

Volumen final 20 µl  

 

Una vez agregados todos los reactivos se resuspende cuidadosamente la reacción 

para homogenizar. La reacción se llevó a cabo en un termociclador en donde las 

condiciones se programaron para que la reacción se llevara a cabo durante 3hrs a 

21°C y a 4° C toda la noche. 

 

5.17 Preparación de células competentes y transformación 

Antes de llevar a cabo la transformación se preparaban las células E. coli Top 10 

One Shot (F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 

Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG) , para poder captar el vector. 

El primer día en 10 ml de LB precalentado a 37°c se le añade 2 raspadas o 100 ul 

de E. coli y se incuba por 16 hrs a 37 ° C en agitación. 

Al día siguiente del precultivo se toman 500 ul y se pasaron a un tubo con 10 ml de 

LB precalentado a 37°C (se hace por duplicado). Después se incuban los tubos a 

37° C en agitación, dejando un poco abiertas las tapas de los tubos para que pueda 

entrar oxígeno. Después se mide la densidad óptica (DO), de cada tubo hasta que 

llegue a los 0.6 - 0.8 de DO. El tubo que haya llegado a la densidad deseada se 



pone en hielo inmediatamente para detener el crecimiento, posteriormente se hacen 

2 alícuotas de 5 ml cada uno y se centrifuga a 3800 rpm a 4° durante 10 minutos, 

se desecha el sobrenadante. Después se le agrega a cada tubo 5 ml de CaCl2 1 M 

frio y se dejan incubando en hielo durante 15 minutos. Luego se volvió a centrifugar 

a 4000 rpm a 4° C por 10 minutos. Una vez obtenido el paquete celular se le añadió 

1 ml de CaCl2+glicerol al 15% (150 ul de glicerol +850 ul de CaCl2 ) y se resuspende 

perfectamente. Finalmente se hacen 10 alícuotas de 100 ul y se etiquetan. 

 
La transformación se llevó a cabo siguiendo el protocolo de Chang et al., 2017 con 

unas pequeñas modificaciones. 

Primero se descongelaron las alícuotas de 100 ul de E. coli competentes que se 

encontraban a -80°C, una vez descongeladas se le añadió los 20 ul de la reacción 

de ligación y a la otra alícuota 2µl del vector pGL4.12 diluido 1/100 quedando como 

el control. Cada alícuota se resuspendió cuidadosamente para poder homogenizar 

bien las muestras. Después se incubaron en hielo durante 30 minutos, 

inmediatamente pasado el tiempo se incubaron a 42°C durante 45 segundos (aquí 

el tiempo debe ser justo). El siguiente paso fue añadir 1 ml de LB precalentado a 

37° C en esterilidad, igual se resuspendió para homogenizar, después se llevó a 

incubar a 37° C durante 1 hora en agitación. Después se centrifugaron las alícuotas 

a 3900 rpm por 3 minutos a TA, en donde se retiró cuidadosamente el sobrenadante. 

Luego en esterilidad se resuspendió el pellet con 100 µl de LB precalentado a 37 

°C. Finalmente se sembraron los 100ul de la mezcla en placas de LB con antibiótico 

ampicilina a una concentración de 50ng/µl, los cuales se dejaron incubando las 

placas a 37°C dúrate 16 hrs. 

5.18 Extracción de ADN plasmídico  

Para la extracción de plásmido se utilizó el protocolo “Extracción de ADN plasmídico 

(Lisis alcalina modificado)” de Alberto Checa Rojas. 

Se inicio un día antes inoculando las clonas de E. coli con pGL4. PIGX1396pb en 3 

mL de LB+amp por 16 horas a la temperatura óptima en agitación. Al día siguiente 

se transfiere 1.5 mL del cultivo a un tubo nuevo estéril y libre de nucleasas y se 



centrifugo a 13,000 x g por 1 minuto. Se desechó el sobrenadante y se lavó el botón 

con agua estéril y libre de nucleasas para retirar totalmente el medio de cultivo. Pues 

el medio de cultivo interfiere con la pureza del ADN. Después se resuspendió el 

botón celular en 100 μL de RNAsa/TE en un vortex. (TE: 10 mM Tris ph 7.5 y EDTA 

1 mM, RNAsa 5 mg/mL). Luego se adiciono 450 μL de NaOH 100 mM/SDS 0.5% y 

se mezcló por inversión. Se adiciono 225 μL de Acetato de sodio 3 M, pH 5.2 y se 

agito por inversión. Se incubo 10 min sobre hielo. Se centrifugo a 14,000 x g a 4°C 

durante 10 min. Se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 mL. Se 

adiciono al sobrenadante 700 μL de etanol frío al 99.9 % y se dio vortex. Se 

centrifugo a 14,000 x g a 4 °C durante 5 min. Se retiro el sobrenadante y se adiciono 

1 mL de etanol al 70 % frio. Se resuspendio con ayuda de un vortex y se centrifugo 

a temperatura ambiente a máxima velocidad durante 2 min. NOTA: Se repitió 2 

veces. Se retiró el sobrenadante y se secó la muestra con una centrífuga con vacío 

(speed vac). Finalmente, se resuspendio en 50- 100μL de agua ultra pura libre de 

nucleasas. 

 

 

 

6. RESULTADOS y DISCUSIÓN 

 

6.1 Estructura del Glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

El glicosilfosfatidilinositol (GPI) es un glicolípido anclado a la membrana plasmática, 

el cual es agregado al extremo C-terminal de una gran variedad de proteínas en 

eucariotas, lo que permite anclar estas proteínas a la superficie celular (Liu and 

Fujita, 2020). El GPI tiene una estructura central altamente conservada en la 

evolución (Liu et al., 2021) que consiste en una molécula de fosfatidilinositol (PI) 

que está anclado a la membrana celular y que se encuentra unido al glicano 

glucosamina (GlcN), seguido de 3 manosas (Man) y varias unidades de 

etanolamina-fosfato (EtNP) (Figura 5, una de las cuales se une a la proteína blanco 

por su extremo C-terminal mediante un enlace amida (Kinoshita ,2020; Varki et al, 



2022). La unión covalente de proteínas a GPI ocurre en el RE, en la tabla uno se 

describe cada uno de los genes que participan en la biosíntesis del GPI (Kinoshita 

,2020; Varki et al., 2022). 

 

 

 

Figura 5: Estructura del GPI de mamíferos  

El glicano central conservado de GPI de mamíferos, consta de EtNP unido a la proteína, 

por un enlace amida, tres Man, un EtNP unido a Man1 y GlcN, todo está unido al resto 

lipídico, que es PI. En algunos GPI-AP, el glucano central está modificado por cadenas 

 



laterales de Man4 y/o GalNAc. Todo el GPI-AP está anclado a la hoja exterior de MP por 

cadenas de hidrocarburos. Figura modificada de: (Kinoshita, 2020) 

 

 

6.2 Proteínas que participan en la biosíntesis de GPI 

Gen  Función  

PIGA Subunidad A de 

glicosilfosfatidilinositol- 

N-acetilglucosaminiltransferasa 

 

Necesario para la síntesis de N-

acetilglucosaminilfosfatidilinositol, el 

intermediario muy temprano en la biosíntesis del 

ancla GPI.  

PIGC Subunidad C de 

glicosilfosfatidilinositol- 

N-acetilglucosaminiltransferasa 

Fosfatidilinositol N-acetilglucosaminiltransferasa 

subunidad C; Parte del complejo que cataliza el 

primer paso de la biosíntesis de GPI.  

PIGH Subunidad H de 

glicosilfosfatidilinositol- 

N-acetilglucosaminiltransferasa 

Fosfatidilinositol N-acetilglucosaminiltransferasa 

subunidad H; Parte del complejo que cataliza el 

primer paso de la biosíntesis de GPI  

PIGP Subunidad P de 

glicosilfosfatidilinositol- 

N-acetilglucosaminiltransferasa 

Parte del complejo que cataliza el primer paso de 

la biosíntesis de GPI.  

PIGQ Subunidad Q de 

glicosilfosfatidilinositol-N-

acetilglucosaminiltransferasa 

Parte del complejo que cataliza el primer paso de 

la biosíntesis de GPI; Pertenece a la familia 

PIGQ  

PIGY Subunidad Y 

Fosfatidilinositol N-

acetilglucosaminiltransferasa  

Cataliza la transferencia de N-acetilglucosamina 

de UDP-N-acetilglucosamina a fosfatidilinositol y 

participa en el primer paso de la biosíntesis de 

GPI. Puede actuar regulando la subunidad 

catalítica PIGA 

 

DPM2 

Dodicilfosfato 

Manosiltransferasa Subunidad 

2, Reguladora 

Cuando se asocia con el complejo GPI-GnT 

mejora su actividad, pero no es esencial  



PIGL GPI- desacetilasa Participa en el segundo paso de la biosíntesis de 

GPI. Des-N-acetilación de N-acetilglucosaminil-

fosfatidilinositol.  

PIGW GPI-Aciltransferasa Acetila el anillo de inositol del fosfatidilinositol. 

(504 aa) 

 

PIGM 

Manosiltransferasa 1 Involucrada en la biosíntesis de anclaje GPI. 

Transfiere la primera manosa a GlcN-acil-PI. 

PIGX Manosiltransferasa 1 Transfiere la primera de las 4 manosas en los 

precursores del anclaje GPI. Probablemente 

actúa estabilizando la manosiltransferasa PIGM 

 

PIGV 

Manosiltransferasa 2 Involucrada en la biosíntesis de anclaje GPI. 

Transfiere la segunda manosa al 

glicosilfosfatidilinositol. 

PIGN GPI Etanolamina Fosfato 

Transferasa 1 

Transfiere fosfato de etanolamina a la primera 

manosa del precursor de glicosilfosfatidilinositol 

de anclaje GPI 

PIGB Manosiltransferasa 3 Involucrada en la biosíntesis GPI. Transfiere la 

tercera manosa a Man2-GlcN-acil-PI  

PIGF Fosfatidilinositol Glicano, Clase 

F 

Actúa a través de la transferencia de fosfato de 

etanolamina a la tercera manosa de GPI 

 

PIGO 

Etanolamina fosfato  

transferasa 1 

Implicada en la biosíntesis GPI. Transfiere 

fosfato de etanolamina a la primera manosa del 

precursor de GPI.  

PIGG Etanolamina fosfato 

transferasa 2 

Transfiere fosfato de etanolamina a la segunda 

manosa de GPI. 

PIGK GPI-Transamidasa Interviene en el anclaje de GPI en el retículo 

endoplásmico, al reemplazar el péptido señal de 

unión de GPI C-terminal de una proteína con un 

GPI preensamblado 

GPAA1 Proteína de unión de anclaje 

GPI 1 

Esencial para el anclaje de GPI de proteínas 

precursoras, pero no para la síntesis de GPI. 



Actúa antes o durante la formación del carbonilo 

intermedio. 

PIGS Subunidad S 

GPI Transamidasa  

 

Componente del complejo transamidasa GPI. 

Esencial para la transferencia de GPI a 

proteínas, en particular para la formación de 

intermedios de carbonilo. 

PIGT Subunidad T de  

GPI-transamidasa 

Fosfatidilinositol glicano ancla biosíntesis clase 

T; Componente del complejo transamidasa GPI. 

Esencial para la formación de intermedios de 

carbonilo.  

PIGU Subunidad U  

GPI Transamidasa 

Puede estar involucrado en el reconocimiento de 

la señal de unión de GPI o la porción lipídica de 

GPI. 

Tabla 2: Función de cada uno de los genes que participan en la biosíntesis del GPI. 

Fuente: Gene Cards y Ensembl 

 

6.3 Participación de la proteína PIGX en la biosíntesis de GPI 

Están descritos 30 genes que codifican para enzimas y proteínas que participan en 

la síntesis de GPI (Liu et al.,2021) algunos de los cuales pertenecen a la familia de 

genes Phosphatidylinositol-Glycan Biosynthesis Class identificadas por sus siglas 

en inglés PIG (Tabla 2). 

El glicogen PIGX codifica para la proteina GPI-MT-I (glicosilfosfatidilinositol-

manosiltransferasa 1) la cual participa en la síntesis del glicolípido GPI, el cual sirve 

como ancla glico-lipídica para ciertas proteínas de superficie celular. El primer paso 

de la biosíntesis del glicolípido inicia en el lado citoplásmico del RE por la enzima 

N-acetilglucosamina transferasa GPI (GPI-GnT), que transfiere el glicano N-

acetilglucosamina (GlcNAc) al PI, que se encuentra insertado en la membrana del 

RE. (Nakamura et al., 2012: Kinoshita, 2020). Posteriormente, en dos pasos 

independientes, el glicolípido se remodela para generar el glicoconjugado GlcN-

(acil) PI, figura 6 (Nakatsukasa, 2021).  



En seguida, la molécula se transloca hacia el lado luminal del RE donde se continúa 

la síntesis del GPI. Así, en los siguientes pasos, se agregan secuencialmente 3 

moléculas de Man. La primera Man es añadida por la enzima GPI-MT-I que se 

encuentra anclado en la membrana del RE y que está formado por dos proteínas: 

PIGM y PIGX. En este complejo, PIGX actúa como proteína estabilizadora de la 

enzima PIGM (López et al., 2019 Ashida et al., 2005). Posteriormente en la síntesis 

de GPI, se añaden la segunda y tercera Man y las moléculas de EtNP (Nakamura 

et al., 2012; López et al., 2019; Yadav y Khan, 2019; Kinoshita, 2020)  y en algunos 

casos, se adiciona una cuarta Man a la Man3 como una cadena lateral, figura 3 

(Kinoshita ,2020) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Biosíntesis de GPI de mamíferos en el RE. El precursor de GPI completo competente para unirse a proteínas se 

sintetiza a partir de PI mediante reacciones paso a paso (1)–(11). El GPI preensamblado se transfiere en bloque a proteínas 

(paso (13). Los genes involucrados en estos pasos de reacción se muestran debajo de los números de paso.  

Figura modificada de: (Kinoshita, 2020)



Así, la molécula de GPI finalmente madura se une al extremo carboxilo de ciertas 

proteínas mediante el complejo enzimático GPI-transamidasa (Ashida et al., 2005; 

Kinoshita ,2020). En seguida, en el aparato de Golgi, el GPI experimenta una 

remodelación de la región lipídica y una modificación del glicano (Kinoshita ,2020). 

Finalmente, y siguiendo el transporte vesicular, las proteínas unidas a GPI se 

transportan a la membrana plasmática donde ejercen su función en balsas lipídicas 

o donde son liberadas al espacio extracelular (Nakamura et al., 2012). 

Notablemente, la falta de función de PIGX o PIGM provoca la ausencia de expresión 

de proteínas unidas a GPI en la superficie celular (Ashida et al., 2005; Almeida et 

al., 2006; Liu et al, 2021). Ensayos de líneas celulares de falta de función de las 

proteínas implicadas en la ruta biosintética de GPI, revelan que la eliminación de 

genes de las primeras fases de la síntesis, hasta la adición de la segunda Man, 

disminuye drásticamente la expresión de proteínas unidas a GPI en la superficie 

celular (Liu et al., 2021), sugiriendo que la enzima GPI MT-I es esencial para la 

presencia de estas proteínas en la superficie celular. La ruta biosintética del GPI, 

descrita anteriormente, está conservada en los organismos eucariotas, sin 

embargo, existen diferencias sutiles entre mamíferos y otros eucariotas figura 8 

(Yadav y Khan, 2018). Por ejemplo, en levaduras y mamíferos, la parte lipídica del 

GlcN-PI se modifica antes de la adición secuencial de manosas (Cowton et al., 

2022), mientras que en el parásito protozoario T. brucei, la primera manosa se 

transfiere antes de la modificación del lípido, (Cowton et al., 2022) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Maduración de GPI-AP de mamíferos durante el transporte RE-MP. Los GPI-AP nacientes generados por la transferencia 

de GPI a proteínas (paso 12) se someten a dos reacciones, desacilación de inositol (paso 14) y eliminación de la cadena lateral EtNP 

de Man2 (paso 15) en el retículo endoplasmático (RE). El transporte RE-Golgi de GPI-AP está mediado por vesículas recubiertas de 

COPII (paso 16). En el aparato de Golgi, los GPI-AP experimentan una remodelación de ácidos grasos (pasos 17 y 18). Algunos GPI-

AP son modificados por la cadena lateral de GalNAc (pasos 19 a 21). Los GPI-AP maduros se transportan al MP donde se asocian 

con microdominios de balsas lipídicas. Figura modificada de: (Kinoshita, 2020)



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Variaciones específicas de especie en los anclajes GPI maduros de eucariotas. 

Figura modificada de: (Yadav y Khan, 2018) 

 

6.4 Relevancia del glicolípido GPI en la salud humana. 

Desde la perspectiva evolutiva, este tipo de anclaje está presente en la superficie 

celular de todos los eucariotas (Jimenez, 2019) y hasta ahora se reportan 150 

proteínas unidas a GPI en células de mamífero que funcionan como enzimas de 

superficie, antígenos, receptores, moléculas de adhesión y de respuesta inmunitaria 

(Lebreton et al., 2018; Thomas et al., 2021). En humanos, mutaciones en glicogenes 

relacionados con las síntesis de GPI están implicadas en discapacidad intelectual, 

convulsiones, dismorfismo facial y retraso en el desarrollo (Lebreton et al., 2018). 

Algunas proteínas unidas a GPI ejercen un efecto importante en la salud humana; 



ejemplo de ello, es la proteína priónica celular patógena (PrPsc) que se expresa en 

sistema nervioso (Miranzadeh y Taghibiglou, 2020) y que es responsable de las 

encefalopatías espongiformes transmisibles (Manni et al., 2020). Además, la 

interacción mediada por GPI con otros organismos también es relevante para la 

salud humana. Así, proteínas unidas a GPI de la mucosa intestinal humana median 

la adhesión a amebas (Yadav and Khan, 2018) y algunas estructuras de GPI de 

protozoarios y hongos actúan como factores de patogenicidad (Yadav and Khan, 

2018). Por ejemplo, en especies de Plasmodium se ha identificado un elevado 

contenido de GPI en la membrana del parasito, siendo esto importante para su 

supervivencia, adicional a esto, se detectó que expresen lectinas que le ayudan a 

su ciclo de vida, la adherencia, la invasión y poder evitar el sistema inmunitario de 

su huésped y por eso que se considera como un factor importante para la 

patogenicidad del protozoo para provocar malaria. Así mismo la glicocálix y la 

presencia de lectina por parte del huésped son la primera línea de defensa contra 

Plasmodium (Goerdeler et al., 2021), induciendo una fuerte respuesta humoral y 

promueve la expresión de genes que participan en la síntesis de moléculas 

proinflamatorias (Bratting et al., 2008). Asimismo, debido a que puede ser 

reconocido por anticuerpos presentes en suero (Goerdeler et al., 2021)  (Belachew, 

2018), una de las aplicaciones biomédicas, has ido el desarrollo de biomarcadores 

de exposición y/o inmunidad adquirida a la malaria (Franca et al., 2017). Otras 

proteínas unidas a GPI con aplicación médica son aquellas que se encuentran en 

el torrente sanguíneo como el antígeno carcinoembrionario (CEA), mesotelina o la 

proteína CD52 que son usados actualmente como biomarcadores para cáncer (Liu 

et al., 2020). 

 

 

 

 



6.5 Localización, variantes de ARNm e isoformas proteicas del gen PIGX 

de humano 

El gen PIGX se localiza en el cromosoma 3q29, entre las posiciones 196,712,377 y 

196,736,007 teniendo un tamaño aproximado de 23,630 bases (NCBI, 2022) (figura 

9) y están descritas 9 variantes potenciales del ARNm de PIGX que provienen de 

corte y empalme alternativo (Ensembl), sin embargo, solo 2 variantes de ARNm 

codifican para 2 isoformas proteicas respectivamente (Ensembl, 2022).  

 

Figura 9: Localización del gen PIGX  

 

La isoforma proteica Q8TBF5-1 de PIGX es codificada por la variante de ARNm 

ENST00000392391.9 de PIGX; que se caracteriza por tener un tamaño de 258 

residuos de aminoácidos y una masa de 28,788 Da (UniProt, 2022). Los 

aminoácidos 1-21 corresponden al péptido señal, en seguida, los aminoácidos del 

22-230 se encuentran solubles en la parte luminal del RE, las posiciones 231-251 

están insertadas en la membrana del RE, mientras que los aminoácidos de la región 

carboxilo terminal del 252-258 se encuentran solubles en el citoplasma ((Uniprot, 

2022) (Figura 10). Respecto a modificaciones postraduccionales, la proteína PIGX 

puede sufrir una N-glicosilación en la asparagina 103 (Uniprot, 2022). Por otra parte, 

la isoforma Q8TBF5-2 es codificada por la variante de ARNm 

ENST00000296333.10 de PIGX. Esta isoforma tiene un tamaño de 276 

aminoácidos y una masa de 30,974 Da y difiere de la variante anterior en las 

posiciones 177-195 que contiene la secuencia QAGSRRMIRFRFDSFDKTI (Uniprot, 



2022) (Figura 10) Notablemente, con la clonación del gen PIGX de rata en el 2005, 

se identificó que el glicogen tiene un codón CTG que actúa como inicio alternativo 

de la traducción en humanos (Ashida et al., 2005).   

 

Figura 10: Alineamiento de las dos isoformas descritas para la proteína de PIGX. 

Alineamiento múltiple realizado con CLUSTAL. La secuencia canónica de PIGX 

corresponde a Q8TBF5 y está constituido por 258 residuos de aminoácidos, mientras que 

la secuencia Q8TBF5-2 está formada por 276 residuos de aminoácidos. La diferencia entre 

ambas se encuentra en que la isoforma Q8TBF5-2 contiene la secuencia 

QAGSRRMIRFRFDSFDKTI en las posiciones 177-195. Fuente: EBI (Crustal Omega) 

 

 

 

 



6.6 Estructura terciaría de la isoforma consenso de la proteína PIGX 

Respecto a la estructura terciaria de la proteína, su estructura se conoce por 

predicciones bioinformáticas. La predicción de la estructura se encuentra en la 

plataforma AlphaFold DB (AlphaFold, 2022), donde se puede concluir que la parte 

luminal hacia el RE de la proteína consiste en una estructura al azar “random coil” 

y una región constituida por láminas beta, mientras que la región transmembranal 

es una única hélice alfa (Figura 11); los datos estructura primaria sugieren que la 

isoforma de PIGX Q8TBF5-2 podría diferenciarse en la región luminal de láminas 

beta (Uniprot, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Predicción de la estructura terciaria de la isoforma Q8TBF5 de la proteína 

PIGX. La proteína se encontraría anclada a la membrana del RE a través de una única 

hélice alpha formada por los residuos de aminoácidos desde el 231 hasta el 251 (color 

naranja). En seguida, la región carboxilo terminal desde la posición 252 hasta la 258 estaría 

localizada en la región citosólica y estaría conformada por una estructura al azar (color 

verde). La parte lumenal hacia el retículo endoplásmico de la proteína estaría formada por 

una larga región de 308 residuos de aminoácidos, que abarcan desde la posición 22 hasta 

la 230, y está conformada por una estructura al azar y una región de láminas beta (color 

morado). La región amino terminal comprende el péptido señal de 21 residuos de 

aminoácidos (color azul). Figura modificada de: AlphaFold 

 



6.7 Características de la evolución del gen PIGX y de la proteína 

Con relación a la evolución del gen en el reino animal, la literatura reporta que el 

gen PIGX está presente en el ancestro común de los cordados (Gene Cards, 2022) 

(NCBI, 2022), sin embargo, la base de datos de Ensembl reporta 192 genes 

ortólogos, que incluyen invertebrados (Ensembl, 2022) Además, la plataforma 

TreeFam, que provee información de la evolución de familia de genes (Li et al., 

2006), muestra que existen ortólogos de PIGX en la mosca de la fruta, el mosquito 

de Anopheles gambiae e incluso en el reino vegetal como es en la planta 

Arabidopsis thaliana (Li et al., 2006) (figura 12). De todos los ortólogos reportados, 

el gen PIGX de orangután tiene una identidad del 96.5 % con el gen humano (Tabla 

3) (Enseml, 2022), mientras que con Pbn1 (PIGX) de S. cerevisiae, homólogo 

funcional de PIGX y uno de los modelos animales más estudiados como potencial 

inhibidor de la vía biosintética de GPI, la identidad es del 21.6% con el humano 

(Protein BLAST, 2022). 

Tabla 3: Ortólogos del gen PIGX en vertebrados y porcentaje de identidad con el humano. 

Número de especies con genes ortólogos al PIGX y organismo de cada grupo taxonómico 

con mayor identidad con el gen humano. Fuente: Ensembl 

GRUPO 

TAXONÓMICO 

NÚMERO DE 

ESPECIES 

ESPECIE CON MAYOR 

IDENTIDAD 

PORCENTAJE 

DE IDENTIDAD 

Mamíferos 

placentarios 

86 Orangután de Sumatra 96.51% 

Laurasiatheria 38 Vaca 85.33% 

Sauropsida 25 Tortuga gigante de la isla 

Abingdon 

52.07% 

Roedores y 

especies afines 

22 Marmota alpina 82.49% 

Peces 62 Bacalao 32.52% 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Figura 12. Cladograma TreeFam de la proteína PIGX mostrando la relación entre las 

diferentes especies. Las barras en rosa en la columna derecha muestran los 

alineamientos de las secuencias homólogas que corresponderían al dominio lumenal de 

PIGX en humanos. La comparación muestra que existe mayor similitud entre la proteína 

PIGX de humanos y de orangután con respecto al resto de los organismos (color azul), 

donde la región conservada comprende las regiones desde del aminoácido 54 al 270 en 

humano y del 2 al 195 en orangután. Además, la cladograma de TreeFam muestra que 

estas regiones están conservadas en los invertebrados, específicamente en los insectos 

(color amarillo). Adicionalmente la cladograma muestra que existe una proteína PIGX en la 

planta Arabidopsis thaliana donde la región conservada abarca los residuos de aminoácidos 

127-255 (color verde) y que provendría de un grupo externo distinto al del reino animal. a: 

aminoácidos. Figura modificada de: TreeFarm 

 

6.8 Características de la enzima GPI-MT-I de diferentes organismos 

Estudios realizados sobre la expresión de PIGM de humanos, plasmodium y 

tripanosoma en S. Cerevisiae, que carece de la expresión de PIGM no se 

reestablece la función de este, sin embargo, cuando si expresa junto con PIGX (de 

rata) se restablece la función que forma el complejo GPI-MT-I., sugiriendo que la 

actividad, al menos, de PIGM en la enzima GPI MT-I podría ser redundante. 

Respecto a la regulación del enzima GPI-MT-I de mamíferos, solo se ha descrito 

que PIGX es necesaria para la estabilidad de PIGM y por lo tanto de la actividad de 

la enzima (Ashida et al., 2005; López et al., 2019). Caso contrario para la enzima 

GPI-MT-I de Tripanosoma brucei, que tiene inhibidores específicos que no afectan 

a la actividad de la enzima humana (Smith et al., 1997; Cowton et al., 2022; Fenollar 

et al., 2022).  

6.9 Potenciales funciones de PIGX junto a otras proteínas 

El análisis de red de interacción proteína-proteína (PPI) juega un papel importante 

en la predicción de la funcionalidad, interacción y brindan una idea de las relaciones 

funcionales y la conservación evolutiva (Miryala et al., 2018). La plataforma 

BIOGRID, que recopila información de interacción física entre proteínas, indica que 

PIGX testa relacionada con las proteínas como FBXW11, GPR45, CHRM3, ZPLD1 



de humano, pero además con las proteínas M, ORF7A y E del virus SARS-CoV2 

(BioGRID, 2022). Aunque hasta ahora no se ha descrito las consecuencias 

funcionales de la interacción con estas proteínas, PIGX podría estar implicada en 

otros procesos, ya que, por ejemplo, la proteína FBXW11 es parte de una ubiquitina 

ligasa y participa en estrés oxidativo (Uniprot, 2022), mientras que CHRM3 es un 

receptor colinérgico (BioGRID, 2022) y GPR45 es una proteína asociada a proteína 

G (BioGRID, 2022). En la siguiente tabla se muestra las proteínas con las que puede 

interactuar físicamente.  

Nombre Organismo Función 

GPR45 H. sapiens Esta proteína es un miembro de la familia de receptores 

acoplados a proteínas G (GPCR). Esta proteína puede 

funcionar en el sistema nervioso central 

FBXW11 H. sapiens Proteína que forma parte de la familia de proteínas F-

box. Las proteínas F-box constituyen una de las cuatro 

subunidades del complejo ubiquitina proteína ligasa 

llamado SCF (SKP1-cullin-F-box), que funcionan en la 

ubiquitinación dependiente de la fosforilación.  

ZPLD1 H. sapiens Glicoproteína que es un componente de la matriz 

extracelular gelatinosa en las cúpulas del órgano 

vestibular. Se prevé que sea un constituyente 

estructural de la matriz extracelular.   

CHRM3 H sapiens Los receptores colinérgicos muscarínicos pertenecen 

a una familia más grande de receptores acoplados a 

proteína G. La diversidad funcional de estos 

receptores está definida por la unión de acetilcolina e 

incluye respuestas celulares como la inhibición del 

adenilato ciclasa, la degeneración de fosfoinosítidos y 

la mediación de los canales de potasio. Controla la 

contracción del músculo liso y su estimulación provoca 

la secreción de tejido glandular.   



E SARS-CoV-2 La actividad de la proteína E sirve como transportadora 

de iones promoviendo las lesiones pulmonares en el 

humano  

M SARS-CoV Durante el ensamblaje, proporciona un andamio para 

las partículas virales, estabiliza a la proteína N y al 

núcleo interno de los viriones; además es necesaria 

para la retención de la proteína S en el compartimento 

intermedio ER-Golgi y su incorporación a nuevos 

viriones. 

ORF7A SARS-CoV-2 Se han descrito varias funciones posibles para la 

proteína ORF7A. Se cree que la función principal es la 

inmunomodulación y el antagonismo de los interferones 

humanos. La proteína no es esencial para la replicación 

viral 

M  SARS-CoV-2 Responsable del transporte transmembrana de 

nutrientes, liberación de la partícula viral y la formación 

de su envoltura 

Tabla 4: Proteínas relacionadas físicamente con PIGX. Fuente: BioGRID, GeneCards y 

Ensembl 

 

Por otro lado resultados de un análisis de IPP en la plataforma de STRING, se 

muestran tres redes de interacción con PIGX; por una parte, la proteína forma una 

red de interacción con las proteínas PIGM, PIGB, PIGV, PIGW, DPM1 y DPM2 que 

participan en la ruta síntesis de GPI; por otro lado, PIGX forma parte de las enzimas 

manosiltransferasas de la misma ruta biosintética junto con PIGM, PIGB, PIGV y 

DPM1 y finalmente, PIGX puede interactuar físicamente con las proteínas RCN1 y 

RCN2 del RE, figura 13 (String, 2022). RCN1 y RCN2 son proteínas con sitios de 

unión a Ca2+ y se proponen reguladoras de las actividades dependientes del calcio 

en el RE (Uniprot, 2022), sugiriendo su participación en otras funciones celulares. 

Estas son las únicas evidencias de interacción con otras proteínas, y se desconoce 

si pueden interactuar con otras proteínas, como aquellas que modulen su actividad. 



 

 

Figura 13: Red STRING de interacción proteína-proteína (IPP) entre la proteína PIGX 

y otras proteínas. La red de interacción muestra la relación (líneas que unen los círculos), 

entre cada una de las proteínas representadas (círculos de colores). El análisis de IPP 

muestran tres redes, por una parte, (A) la proteína PIGX está implicada en la síntesis de 

GPI junto con las proteínas PIGM, PIGB, PIGV, PIGW, DPM1 y DPM2 descrita en color 

rojo, por otra parte, (B) PIGX forma parte de las enzimas manosiltransferasas de la misma 

ruta biosintética junto con PIGM, PIGB, PIGV y DPM1 descrito en color azul; y finalmente, 

(C) PIGX junto con RCN1 y RCN2 interactúan en el retículo endoplásmico. De acuerdo a la 

base de datos las proteínas se encuentran representadas por círculos o nodos, las cuales 

tienen diferentes clasificaciones. Primero se están los nodos coloreados que son las 

proteínas que interactúan estrechamente con la proteína de interés, y los no coloreados 

son los que tienen una interacción baja. De allí también se observan nodos vacíos en las 



cuales su estructura 3D aún es desconocida y las llenas que se conoce su estructura 3D. 

La interacciones IPP están descritas por líneas de colores , las líneas azul cielo indican que 

la información fue obtenida de bases de datos conocidas, las moradas las obtenidas de 

experimentos, las verdes son interacciones con genes vecinos , las rojas significa una 

fusión de genes, las líneas azul marino significa una co-ocurrencia de genes, las amarillas 

son las interacciones sacadas de textos, las líneas negras significan coexpresion y 

finalmente las azul rey significan homología de proteínas. Fuente: STRING 

6.10 Expresión del gen y de enzima PIGX en tejidos que en donde se 

lleva a cabo la biosíntesis de GPI  

Los resultados de GTEx (genotype-tissue expression), que muestra la expresión del 

ARNm de genes humanos en diferentes tejidos (GTEx Portal), indican que el 

glicogen se expresa en gran parte de los tejidos (GTEx Portal, 2022; GTEx 

Consortium, 2022).Por ejemplo, la expresión del ARNm de PIGX está presente en 

células del sistema inmunitario, nódulos linfáticos, en distintas partes del sistema 

nervioso; también en otros tejidos como corazón, músculo esquelético, intestino 

delgado, hígado, riñón, pulmón, estómago, páncreas, tiroides, próstata, mama, 

ovario y cérvix, entre otros (Figura 14) (GTEx Portal, 2022; The human Protein Atlas, 

2022). Con relación a la expresión de la proteína PIGX, la plataforma The Human 

Protein Atlas muestra que la proteína se encuentra presente en nódulos linfáticos, 

corteza, cerebelo, intestino delgado, hígado, riñón, pulmón, estómago, páncreas, 

tiroides, próstata y cérvix (Uhlen et al., 2017) (Figura 14). Excepcionalmente, no se 

ha reportado la expresión de la proteína en corazón, músculo esquelético, mamá y 

ovario, tejidos donde sí se ha reportado el ARNm. Respecto a PIGM, la expresión 

del ARNm está presente en los mismos tejidos que PIGX (GTEx Portal) y no se 

tienen datos de la expresión de la proteína (Uhlen et al., 2017). En general, estos 

datos sugieren que la ruta de síntesis de GPI está presente en diversos tejidos 

independientemente de las funciones especializadas. 



 

Figura 14: Expresión del gen PIGX y la proteína PIGX en diferentes tejidos 

 

Proteína                                 ARNm 



La expresión de ARNm muestra los datos de consenso basados en valores de expresión 

normalizada (nTPM) de dos fuentes diferentes: datos de secuencia de ARN del Atlas de 

proteínas humanas (HPA) generados internamente y datos de secuencia de ARN del 

proyecto Genotype-Tissue Expression (GTEx). La codificación por colores se basa en 

grupos de tejidos, cada uno de los cuales consta de tejidos con características funcionales 

en común. En total, RNA-seq analizó 69 líneas celulares, 51 tejidos humanos y 18 tipos de 

células sanguíneas. Para la expresión de la proteína se hizo mediante 

inmunohistoquímica/inmunofluorescencia indirecta (ICC-IF), donde se muestran imágenes 

multicolores de alta resolución de proteínas marcadas. Esto proporciona información 

espacial sobre los patrones de expresión de proteínas para definir la localización subcelular 

en orgánulos y estructuras celulares a nivel de una sola célula. Para proporcionar una 

interpretación de los patrones de tinción, todas las imágenes generadas por ICC-IF se 

anotan manualmente. Para cada línea celular y anticuerpo, la tinción se describe en 

términos de intensidad, ubicación subcelular y variabilidad unicelular (SCV). La intensidad 

de tinción se clasifica como negativa, bajo, medio o alto. Fuente: The Human Protein Atlas 

6.11 Implicación de PIGX en diferentes enfermedades 

6.11.1 Cáncer 

La desregulación de los genes principalmente en células de cáncer ha llevado a la 

búsqueda de blancos potenciales para poder desarrollar terapias con una buena 

eficiencia y con riesgos bajos o nulos (Nakakido et al., 2016). El gen PIGX se ha 

observado incrementado significativamente en tejidos de cáncer de mama y se 

asocia con la proliferación celular. Su participación del producto de este gen, no es 

solo en la vía biosintética del GPI, sino que también se le ha visto formando 

complejos con las proteínas reticulocalbina 1(RCN1) y reticulocalbina 2 (RCN2), 

localizadas al igual que PIGX, en el RE regulando actividades dependientes de 

calcio (Nakakido et al., 2016). La formación de este complejo proteico funciona 

regulando genes que tienen que ver con la supresión de tumones, como ZIC1 (Zic 

family member 1) y EHD2 (EH domain containing 2) y de esta manera contribuir con 

la proliferación en cáncer de seno de humano. Es por este motivo que los autores 

proponen que PIGX puede ser una buena molécula para desarrollar medicamentos 

anticáncer para cáncer de seno (Nakakido et al., 2016) 



 

    6.11.2 Síndrome de retraso mental por hiperfosfatasia  

El síndrome de retraso mental por hiperfosfatasia (HPMRS) también conocido como 

síndrome de Mabry, es una enfermedad autosómica recesiva caracterizada por 

retraso mental y niveles elevados de fosfatasa alcalina (ALP) sérica (Wu et al., 

2020). La enfermedad está asociada a mutaciones de genes que participan en 

síntesis y remodelación del GPI (Horn et al., 2014). Uno de los casos más 

estudiados es el gen PIGV, cuyo producto proteico es la enzima que se encarga en 

transferir la segunda manosa al glicolípido Man-GlcN-(acil))-PI (Fu et al., 2019). La 

falta de función de PIGV tiene en consecuencia la secreción de ALP al suero, una 

proteína anclada a GPI que normalmente se expresa en la superficie celular (Fu et 

al., 2019). Algunos estudios indican que mutaciones en gen PIGV pero no en PIGM 

da lugar al HPMR (Murakami et al., 2012). Estudios en líneas celulares con 

mutaciones en los genes que participan en la síntesis de GPI y en la unión del GPI, 

como en PIGL, PIGX, DPM2, PIGV, PIGB, PIGF, PIGK y PIGU, indican que la ALP 

es degradada cuando las células son deficientes en enzimas de las fases tempranas 

de la síntesis, como PIGX, y que tiene como consecuencia que proteínas con GPI 

carentes de manosas se acumulen y sean degradadas (Murakami et al., 2012). En 

contraste, la falta de función en genes que participan en fases más tardías, 

incluyendo PIGV, resulta en la secreción de la enzima ALP (Murakami et al., 2012).  

En este caso, se ha propuesto que las proteínas unidas a GPI, pero con manosas 

incompletas, son escindidas enzimáticamente y liberadas al espacio extracelular 

(Murakami et al., 2012). Estos datos sugieren que existe un paso crítico durante las 

síntesis de GPI que involucra a las enzimas PIGM-PIGX y PIGV para el correcto 

funcionamiento celular. 

6.11. 3 Hemoglobina Paroxística Nocturna 

La hemoglobinuria paroxística nocturna (HPN) es un trastorno de las células madre 

hematopoyéticas que se encuentran en la médula ósea (Horn et al., 2011). Esta 

enfermedad es causada por una mutación somática en uno de los genes de las 

primeras etapas de la síntesis de GPI, específicamente en el gen PIGA que se 



localiza en el cromosoma X (Bektas et al., 2020). Se caracteriza por hemólisis 

intravascular crónica, trombosis e insuficiencia de la médula ósea, que puede 

provocar citopenia. La hemólisis crónica en pacientes con HPN se atribuye a la 

ausencia o deficiencia de proteínas unidas a GPI en los glóbulos rojos y células del 

sistema inmunitario, en particular en las proteínas CD55 y CD59, que en 

consecuencia interrumpe la activación de sistema del complemento y provoca que 

las células del sistema inmunitario y/o glóbulos rojos entren en lisis celular (Bektas 

et al., 2020). Algunas mutaciones en PIGM también están asociadas a HPN o 

desordenes de sangre periférica. Por ejemplo, pacientes con HPN pueden presentar 

mutaciones en regiones codificantes de PIGM que provocan proteínas truncas en 

células de sangre periférica (Jeong et al., 2021), mientras que pacientes con 

trombosis, pero sin hemólisis, pueden presentar mutaciones en el promotor del gen 

PIGM que resulta en la disminución de su expresión (Almeida et al., 2006). Respecto 

a otros glicogenes de la ruta de síntesis de GPI, se han identificado mutaciones en 

las regiones codificante de los genes PIGT y PIGX en células de sangre periférica, 

pero sin estar asociadas a HPN (Jeong et al., 2021).  

6.11.4 Hipertensión 

En un modelo de ratón que presentaba alteración en la tensión arterial se realizaron 

ensayos de expresión con el objetivo de identificar posibles blancos terapéuticos, 

(Zhu et al., 2017). Dentro de los 10 genes con mayor cambio en la expresión génica 

se identificaron en riñón, corazón e hígado, detectándose a los genes SEPT6 y 

PIGX, sugiriendo que ambos genes podrían estar participando en la patogénesis de 

la enfermedad (Zhu et al., 2017). Estudios funcionales serán importantes para 

conocer qué función pueden estar ejerciendo en la hipertensión. 

6.11.5 Enfermedades parasitarias 

Trypanosoma brucei es un parásito protozoario que causa la Tripanosomiasis 

humana africana (THA) (Carvalho et al., 2018). En el huésped mamífero, el parásito 

vive por completo de forma extracelular, tanto en la sangre como en los espacios 

intersticiales de los tejidos (Zhu et al., 2018). La alta densidad de estructuras GPI 

en todas las etapas del ciclo de vida de los tripanosomas africanos y Leishmania 



sugiere que la vía biosintética GPI podría ser un objetivo razonable para el 

desarrollo de medicamentos antiparasitarios (Smith et al., 1997). Se han investigado 

inhibidores utilizando sistemas libres de células y una serie de análogos de GlcN-PI 

sintéticos. Dentro de estos inhibidores se encuentran GlcN-(2-O-metil) PI, GlcN-(2-

O-hexadecil) PI, GlcN-(2-O-octil) PI y GlcNAc-(2-O-octil) PI, que demostraron ser un 

buen sustrato para la enzima GPI-MT-I de T. brucei MT-I, pero no para la versión 

de la enzima humana (Crilly y Mugnier, 2021) (Koeller y Heise, 2011). Estos 

resultados sugieren que se puede inhibir de forma selectiva a enzimas de la síntesis 

de GPI de Leishmania sin afectar la vía del ser humano. 

Parte 2 

6.12 Análisis de la región promotora del gen PIGX 

En el grupo de trabajo se realizó la búsqueda de la región promotora del gen PIGX, 

usando programas bioinformáticos (figura x), en el análisis se observa que carece 

de caja TATA, pero si presenta secuencia de iniciación (INR), múltiples sitios de 

cajas GC, cerca del sitio de inicio de la transcripción que pudieran estar participando 

en el reclutamiento de los factores de transcripción, así como a la polimerasa III 

para realizar la transcripción de este gen. Este análisis detallado de la posible región 

promotora indica que el promotor central, proximal y distal de PIGX de 1300 pb, 

aproximadamente, el cual contiene varias cajas GC, sitio para TFIID y sitios de 

reconocimiento a proteínas Smad que podrían estar regulando su actividad (Figura 

X) (Xicale 2020). A partir de análisis se diseñaron los oligos para amplificar la región 

promotora. Por otro lado, el diseño de oligos para la región de aproximadamente 

700 pb es para ver si esos sitios como la caja TATA, participan o no en la 

transcripción.  



Figura 15: Región promotora del gen PIGX de 1396. En color azul se muestra la región 

que se desea amplificar con el primer par de oligos (color verde) el cual se encuentra a 

unos 1337 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripción. 

Figura 16: Región promotora del gen PIGX de 755 pb. En color rosa se muestra la región 

que se desea amplificar con el primer par de oligos (color amarillo) el cual se encuentra a 

unos 687 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripción. 



6.13 Amplificación de los fragmentos del promotor del gen PIGX a 

partir de ADN genómico 

Se llevó acabo la extracción de ADN genómico humano a partir de sangre, 

obteniéndose un ADN genómico de calidad pues se sabe que una relación 

absorbancias A260/280 se utilizan para evaluar la pureza de las muestras. La 

relación A260/280 es muy estable y se considera que un ADN de pureza óptima 

tiene un valor entre 1.8-2.0. Además, fue evaluado en geles de agarosa al 1% y s 

se midió su concentración y pureza con un analizador de ADN, pues se obtuvo una 

relación 260/280 de 1.9 (imagen 1). Con el ADN genómico obtenido se procedió 

amplificar un fragmento del promotor del gen PIGX de 1396 pb y de 755 pb, 

mediante PCR con los oligos diseñados (tabla x). Los productos amplificados fueron 

analizados en geles de agarosa al 1%. En la imagen 2 se puede observar un 

producto de 1396 pb y en la Imagen 3 un producto de 755pb los cuales 

corresponden con la región a amplificar por los oligos diseñados y la cual abarca 

una parte de la región del promotor PIGX.  

 

Imagen 1: Evaluación de la 

concentración del ADN 

genómico extraído de 

sangre humana. En el primer 

carril se muestra el marcador 

de peso molecular de 1Kb 

SM0311 de GeneRuler y en 

los carriles 5 y 6 se muestra el 

corrimiento de 1 ul del ADN 

gnómico. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 2: PCR de la región promotora del gen PIGX de 1396 pb. En la imagen se puede 

observar que en el primer carril se ve el corrimiento del MPM de 1Kb y en el carril 3 el 

producto de PCR de la región promotora de PIGX de 1396 pb 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 3: PCR de la región promotora del gen PIGX de 755 pb. En la imagen se puede 

observar que en el primer carril se ve el corrimiento del MPM de 1Kb, en el carril 3 se 

observa el corrimiento de otro MPM, pero de 100 pb y por último en el carril 5 se observa el 

producto de PCR de la región promotora de PIGX de 755 pb 

MPM 

MPM 



6.14 Corte con las enzimas de restricción 

Para la clonación se escogió el plásmido pGL4.12 ya que este vector no tiene 

promotor y codifica al gen de la luciferasa lo que nos permitiría medir la actividad de 

las secuencias promotoras que se iban a clonar. Para purificar el fragmento de 1396 

pb del gen PIGX y linealizar el vector pGl4.12 se hizo una doble restricción con las 

endonucleasas KpnI y HindIII y se purificó utilizando columnas del Zymoclean gel 

DNA Recovery Kit. Lo mismo se hizo con el fragmento de 755 pb, aquí se ocuparon 

las enzimas XhoI y HindII. El vector linealizado se evaluó mediante electroforesis en 

geles de agarosa al 1% y observando un producto de 4376 pb correspondiente al 

vector linealizado. (Figura 17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 4: Electrofesis de las restricciones del vector y el fragmento de 1396 pb 

En esta imagen se puede observar que en el carril 1 se corrió el vector pGL4.12 de forma 

circular y n el carril 2 de forma linealizada, además en la forma linealizada se obtuvo un 

fragmento de 700 pb ya que el vector que se ocupó ya había sido clonado, así también se 

comprobó la eficacia de las enzimas.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Imagen 5: Electrofesis de las restricciones del vector y el fragmento de 755 pb 

En esta imagen se puede observar que en carril 1 se corrió el MPM de 1Kb, en el carril 3 

la restricción del fragmento de 755 pb, en el carril 5 el vector PGL4.12 circular y en el 

carril 6 el que el vector PGL4.12 y linealizado. 

 

 



 

 

 

 Figura 17: Vector pGL4.12 linealizado 

 

 

 

 

 



 

6.15 Clonación de los fragmentos del promotor del gen PIGX en el 

vector PGL4.12 

Una vez obtenidos los fragmentos purificados y el vector linealizado se hizo la 

reacción de ligación de acuerdo con las concentraciones requeridas por el manual, 

con la ligasa y buffer de la T4 DNA ligasa de Thermo ScientificTM.  

Después se procedió a transformar las reacciones de ligación en células 

competentes de Escherichia coli Top10 mediante la técnica de choque térmico con 

el plásmido pGL4.12. Al día siguiente se observaron las colonias, sin embargo, solo 

se crecieron en el plásmido con el fragmento de 1396 pb, por lo tanto, las cepas de 

E. coli con pGL4. PIGX1396pb se resembraron en agar LB+amp 50 ng/ul y también 

se crecieron en caldo selectivo LB-amp donde se les realizo la técnica de lisis 

alcalina mencionada anteriormente para obtener DNA plasmídico.  

Los plásmidos construidos fueron visualizados mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, y también se caracterizaron las muestras con las mismas enzimas 

de digestión que se ocuparon inicialmente, donde se tenía que digerir el DNA 

plasmídico y producto amplificado de PCR. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 6: Fotografías representativas de las placas obtenidas de la transformación el 

plásmido PGL4.12 con el fragmento de la región promotora del gen PIGX de 1396 pb (placa 

4) en donde se ve el crecimiento de cepas y la de 755 pb (placa 3) de la región promotora 

del gen PIGX en donde no se ve crecimiento de ninguna cepa y el control positivo, el cual 

solo contiene el plásmido sin trasformar. 



 

 

 

Imagen 6: Electrofesis de las extracciones de ADN plasmídico de las cepas 

obtenidas de la transformación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7. Discusión 

Esta investigación tuvo como propósito identificar y describir las características del 

gen PIGX a través de una búsqueda bibliografía, pues como se mencionó 

anteriormente, PIGX juega un papel importante en diferentes procesos celulares. 

Sobre todo, se procuró examinar todas aquellas funciones que hace que el gen y 

su proteína sea un gran tema de estudio.  Además, se pretendió clonar la región 

promotora del gen PIGX.  A continuación, se estarán discutiendo los principales 

hallazgos de este estudio. 

De los resultados obtenidos en esta investigación, se puede deducir que el gen 

PIGX codifica para la proteína GPI-MT-I junto a PIGM, por lo tanto, tiene una 

participación importante en la biosíntesis del glicolípido GPI, y la falta de función de 

PIGX provoca la ausencia de expresión de proteínas unidas a GPI, lo que repercute 

en la salud humana, ya que el funcionan como enzimas de superficie, antígenos, 

receptores, moléculas de adhesión y de respuesta inmunitaria. 

Por otro lado, se identificaron 2 isoformas proteicas de PIGX, en donde la secuencia 

canónica corresponde a Q8TBF5 y está constituido por 258 residuos de 

aminoácidos, mientras que la secuencia Q8TBF5-2 está formada por 276 residuos 

de aminoácidos, además esta proteína se distingue por tener un codón CGT que 

actúa como inicio alternativo de la traducción en humanos. 

A través de predicciones bioinformáticas se dio a conocer la estructura terciaria de 

la isoforma canónica de PIGX donde se puede concluir que la parte luminal hacia el 

RE de la proteína consiste en una estructura al azar “random coil” y una región 

constituida por láminas beta, mientras que la región transmembranal es una única 

hélice alfa; además los datos estructura primaria sugieren que la isoforma de PIGX 

Q8TBF5-2 podría diferenciarse en la región luminal de láminas beta. 

Los datos obtenidos sobre la evolución parecen confirmar que el gen PIGX esta 

conservada en los organismos eucariotas, sin embargo, también se encontró 

información sobre genes homólogos en la mosca de la fruta, el mosquito de 



Anopheles gambiae e incluso en el reino vegetal como es en la planta Arabidopsis 

thaliana. 

Por otra parte, se obtuvo evidencia de redes de interacción de PIGX con otras 

proteínas, que van desde aquellas que participan en la ruta síntesis de GPI (PIGM, 

PIGB, PIGV, PIGW, DPM1 y DPM2), hasta las proteínas M, ORF7A y E del virus 

SARS-CoV2, lo que sugiere la participación de PIGX en otras funciones celulares. 

Entre los resultados más destacados se encontró que no se ha reportado la 

expresión de la proteína en corazón, músculo esquelético, mamá y ovario, tejidos 

donde sí se ha reportado el ARNm y con respecto a PIGM, la expresión del ARNm 

está presente en los mismos tejidos que PIGX. 

Uno de los hallazgos principales de esta investigación es la participación de PIGX 

en diferentes enfermedades, como lo es el síndrome de retraso mental por 

hiperfosfatasia en donde los datos sugieren que existe un paso crítico durante las 

síntesis de GPI que involucra a las enzimas PIGM-PIGX y PIGV para el correcto 

funcionamiento celular. De igual manera sucede con la hemoglobinuria paroxística 

nocturna, que, aunque no se ve una participación directa de PIGX, se han 

identificado mutaciones en las regiones codificante del gen en células de sangre 

periférica, igual que PIGM, el cual se ha estudiado que participa activamente en esta 

enfermedad. Otra enfermedad en donde se ha observado mutaciones en PIGX es 

la hipertensión, lo que ha sugerido que podría estar participando en la patogénesis 

de la enfermedad. Por otra parte, se ha estudiado el posible desarrollo de 

medicamentos antiparasitarios, pues se ha dado a conocer que de la enzima GPI-

MT-I del ser humano utiliza diferentes sustratos que el de parásitos como 

Leishmania, lo que sugiere que se puede inhibir de forma selectiva a enzimas de la 

síntesis de GPI de Leishmania sin afectar la vía del ser humano. 

Por último, se obtuvo información de la implicación del gen PIGX en el cáncer de 

mama pues se ha observado una alta expresión en sus tejidos y se ha visto que la 

proteína forma complejos con las proteínas RCN1 y RCN2 contribuyendo con la 

proliferación del cáncer de seno de humano. Además, resultados de investigaciones 

anteriores indican que pacientes de cáncer cervicouterino con altos niveles del 



ARNm de PIGX tienen mayor probabilidad de supervivencia en comparación con 

pacientes que tienen niveles bajos del ARNm. 

Debido a la información obtenida de PIGX y su posible participación en el cáncer 

cervicouterino se planeó clonar la posible región promotora del gen y ver su 

actividad mediante la reacción de luciferasa, sin embargo, a pesar de que se 

modificaron los posibles pasos que parecían dificultar el proceso, ninguno fue 

acertado, pues seguían apareciendo placas con falsos-positivos. 

En la segunda parte, para aislar la región de la posible región promotora, una de las 

posibles razones que pudo dificultar el proceso de clonación es el paso de PCR, ya 

que la región promotora del gen PIGX tiene un porcentaje muy alto de citosinas y 

guaninas, por lo tanto, requiere temperaturas de desnaturalización más altas, lo que 

pudo ocasionar que las bandas que se veían en las PCRs estuvieran muy tuenes, 

es decir que se obtuviera una baja concentración de ADN.  

Otro motivo pudo ser que los sitios de restricción de las enzimas dentro de los oligos, 

estaban justo al inicio de la secuencia de estos, y se las investigaciones sugieren 

que para una mayor eficacia en la actividad de las enzimas de restricción los sitios 

de restricción deben estar en medio o a unos 5-6 nucleótidos después del inicio de 

los oligos (Checa, 2020). Y aunque se elaboraron nuevos oligos con estas 

sugerencias, estos no amplificaron la región seseada.  

Agregando otra causa, podría ser que el vector se estuviera recircularizando dando 

como resultados falsos positivos, ya que se obtuvieron clonas de E. coli con pGL4. 

PIGX1396pb, pero al momento de verificar si el inserto estaba presente mediante 

varios métodos como PCR de colonia, extracción de ADN plasmídico y corte con 

enzimas, en ninguna se percibió que lo tuviera. 

En resumen, existen muchos factores que pudieron haber influido para que el 

procesos de clonación no se pudiera llevar a cabo, sin embargo también existe la 

posibilidad que el gen en si sea muy difícil de clonar y que necesite condiciones muy 

específicas, un ejemplo de ello fue que para poder obtener una banda en los 

productos de PCR solo aparecía si se utilizaba MasterMix2X de la marca Promega, 



pues aunque se intentó con otras marcas y hasta con los reactivos por separado no 

salió ninguna banda. 

Finalmente, todos estos resultados nos permitieron conocer todas las 

características importantes del gen PIGX y su proteína y que debido a su implicación 

en diferentes enfermedades es necesario que se continúe investigando, además    

los resultados obtenidos en estudio puedan dar pauta para futuras investigaciones. 

 

8. Conclusiones 

El estudio de la glicosilación en condiciones normales y alteradas han tenido gran 

avance a lo largo de los años y el estudio del glicolípido GPI y de los glicogenes 

implicados parecen ser de relevante importancia médica. Las mutaciones tanto en 

PIGX como los productos de los glicogenes relacionados en la primera fase de la 

biosíntesis de GPI parecen ser cruciales en algunas de las enfermedades como el 

cáncer, el síndrome de retraso mental por hiperfosfatasia, la HPN, enfermedades 

parasitarias e incluso hipertensión. Actualmente se sabe muy claramente que la 

mayoría de las enfermedades son multifactoriales, es decir, se debe al efecto 

combinado de factores genéticos, ambientales, epigenéticos, alimenticios, estrés, 

entre otras. Por lo tanto, es importante conocer cómo se regula PIGX desde el punto 

de la actividad transcripcional hasta su actividad proteica, para comprender su 

participación en varios procesos celulares y así comprender como sus alteraciones 

están relacionadas a estas enfermedades. 
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