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RESUMEN

Las enfermedades parasitarias a través de los afios han jugado un papel

importante en el deterioro cultural, econémico del ser humano, en diversas partes
del mundo, especialmente en los lugares marginados.
La leishmaniosis es una enfermedad, que afecta a la piel y visceras del hombre es
transmitida por el piquete del mosquito hembra Phlebotomus en el viejo mundo y
Lutzomyia en el nuevo mundo. Esta enfermedad incapacita al campesino y le
hacen perder sus cosechas, que muchas veces son de autoconsumo, aunque esto
no afecte la produccion a nivel nacional, a él lo hunden mas en la miseria.

El estudio de este parasito ha sido abordado con diferentes enfoques:
Inmunolégico, bioquimico, biologia molecular, clinico, epidemioldgico.

El enfoque de este trabajo es a nivel bioquimico con la identificacion y

caracterizacion de la proteina tirosina fosfatasa.
Las proteinas tirosina fosfatasas son enzimas hidroliticas que remueven grupos
fosfato de residuos fosforilados en tirosina y han sido descritas como factores de
virulencia en diferentes microorganismos patégenos. En el parasito Leishmania
han sido poco estudiados los mecanismos de fosforilacion-desfosforilacién de
proteinas necesarios para la sobrevida intracelular, propagacion y patogenicidad
dentro de la célula hospedera.

En este trabajo identificamos y caracterizamos una proteina tirosina
fosfatasa asociada a la membrana de promastigotes de la fase prociclica y

metaciclica de Leishmania major.



Se fraccionaron promastigotes de ambas fases de crecimiento. De este
proceso se obtuvieron las siguientes fracciones (ET, SN1, P1, SN2, P2)las cuales
fueron capaces de hidrolizar el p-nitrofenilfosfato 0.1M, encontrandose mayor
actividad especifica de fosfatasa acida en la fraccion solubilizada (SN2). Las
condiciones Optimas de pH para la actividad de fosfatasa fueron 5.0 para
prociclica y 6.0 para metaciclica. Al analizar por electroforésis en geles SDS-
PAGE el fraccionamiento (ET, SN1, P1, SN2, P2) se encontro el enriquecimiento
de una molécula de aproximadamente 55 kDa.

Se observé la actividad de tirosina fosfatasa en ambas fases de crecimiento

del parasito ya que fue capaz de desfosforilar un péptido END (PY) INALS (el cual
posee un solo sitio fosforilado en tirosina), observandose mayor actividad en la
fase prociclica con respecto a la fase metaciclica.
El patrén de inhibicién con inhibidores de proteina tirosina fosfatasa fue diferente
al patrén de inhibicifon con los de serina treonina fosfatasa. Con la fase
metaciclica se observa un 100 % de inhibicién con inhibidores de PTPasas y
serina treonina fosfatasas. Con respecto a la fase prociclica se observa una
inhibicién parcial de ambos tipos de inhibidores.

Mediante el empleo de un anticuerpo monoclonal dirigido hacia el dominio
catalitico conservado de las PTPasa de eucariontes superiores, encontramos que
promastigotes de la fase metaciclica y prociclica sintetizan una proteina de
alrededor de 55 kDa, que es reconocida por anticuerpo monoclonal o -PTPasa 1B
de placenta humana ademas existe reaccion cruzada con un anticuerpo o-Tyr

ACP 115 (el cual esta dirigido hacia una PTPasa de Trypanosoma brucei) el cual



reconoce un componente de alrededor de 55-60 kDa obteniéndose en ambas
fases de crecimiento del parasito.

Los resultados obtenidos en ambas fases del crecimiento del parasito
indican que posiblemente se traten de dos enzimas diferentes o de una misma
enzima con actividad dual. Resulta interesante purificar la enzima y analizar el
efecto que ésta tiene en las células de la respuesta inmune y de esta manera
poder proponer la enzima como un factor de patogenicidad e iniciar un nuevo
campo buscando cual (es) serian los blancos en la célula hospedera y poder

investigar que via de sefalizacion pudieran estar modulando.



I. INTRODUCCION

1.1 Leishmaniosis
La leishmaniosis constituye una de las seis enfermedades tropicales de mayor
importancia en el mundo, determinada por la Organizacién Mundial de la Salud. se

estima que 12 millones de personas son afectadas a nivel mundial y 2 millones de

nuevos casos ocurren cada aﬁo.m

En México la leishmaniosis se encuentra en regiones como: Campeche, Chiapas,
Quintana Roo, Nayarit y Tabasco siendo en este estado de la Republica Mexicana

donde mas casos de la enfermedad se han reportado hasta el afio 2002(Tabla No1).

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria causada por varias especies
de protozoarios hemofiagelados que atacan a la piel y visceras del hombre y de
diversos animales. Es transmitida por la picadura de un mosquito hembra
pertenecientes a los géneros Phlebotomus (viejo mundo) y Lufzomyia (nuevo
mundo}.‘a’ La importancia de la enfermedad radica no sélo en el crecimiento y la

magnitud de las lesiones, sino en la trascendencia mediada por las consecuencias

socioecondémicas y psicologicas que las caracterizan por ser a menudo

enfermedades debilitantes e incapacilantes.("



Tabla No 1. Casos de Leishmaniosis cutanea americana por grupo de edad.
Estados Unidos Mexicanos 2002
Grupos de edad

<1 14 59 10- 15- 20- 25- 45- 50- 60- 65 Igno Total
14 19 24 44 49 59 64 +

0o o0 0 0 o0 O
0O 0 0 O 0 O
o 0 o0 o0 O

Aguascalientes
Baja California
Baja California
Sur
Campeche
Coahuila
Colima
Chiapas
Distrito Federal
Durango
Guanajuato
Guerrero
Hidalgo
Jalisco
México
Michoacan
Morelos
Nayarit
Nuevo Ledn
Oaxaca
Puebla
Queretaro
Quintana Roo
San Luis
Potosi
Sinaloa
Sonora
Tabasco
Tamaulipas
Tlaxcala
Veracruz
Yucatan
Zacatecas
Total global

oo
oo
oo
o

ooo
oo
(=N =]
o

ki
ik
=~
(%]
-
[s-]
-k
o

- OO0 W

iy
o
-
(o~]
-
(=]
o

o

F -
(4]
o
o
O-&;OQDONGOOOOQDDD&QO&H
w
w
[=]
w

0O=0000 000000000000 0OO0O
N

OWwWoOOoOO0OONOOOOOOODODOWOOWM
ONOODOOCOOO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOOOO0OOW
OAArODOOCOOOOOO0O0COOOO=200MWUD
OAODODOCOO2000000000C=200W
= 0000~NO0OO0OO0O-_200000NODO®
O 0000000000000 O0OhARhOO =
OAODOOCO=_000000000CAOO =
O~ 000 0UVMODOO0O0O0O0DO0OO0OONOO =
O000000O0OO00O0O000O0O00DDO0O0OO

OgODOOG}OOOOOODQO
OCWOoOOoODOoOOoOWODODOODODOOOOO

(3]
©

85

~

7

QQOOQQOO
—
coohM~oOoO

18

0

0
1228

- oO0O0OO0OO0OOCOOC
COoOO0OO0OO0OONOO
oohoogcm
OO0 =00 oM
3 &
o000 —=0W
aocmoomoc
hAOOWOO=200
NoOoOOoOUWoOoOwoo
~N~Nooooo~Noo

1
0
4
0
0
2
0
0
1

WOoOOOoOOoOO-=00

N
N

8

N

37 221 128 134 54

Fuente : Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica. Direccion
General Epidemiologia/SSA



1.2 Formas clinicas

Las leishmaniosis pueden tener diferentes formas clinicas clasificadas en:

1.2.1- Leishmaniosis cutanea localizada, tlcera del chiclero 6 botén del Oriente
1.2.2- Leishmaniosis cutanea difusa

1.2.3- Leishmaniosis mucocutanea 6 Espundida

1.2.4- Leishmaniosis visceral 6 Kala-azar

1.2.1 Leishmaniosis cutanea localizada, ulcera del chiclero 6 botén del Oriente
Las especies responsables de las formas cutaneas son: L. major y L.

aethiopica. El vector es la hembra hematofaga del género Phelebotomus, especie

papatasi.

Se caracteriza por la aparicion de una ulcera en la piel (Fig.1), los pacientes no

muestran dolor y tienden a curar espontaneamente 6 con quimioterapia.(s)

Fig.1 Ulcera tipica de leishmaniosis cutanea localizada. Fotografia tomada en el
laboratorio de inmunoparasitologia- Hospital General de México



1.2.2 Leishmaniosis cutanea difusa

Se inicia habitualmente por un nédulo que no se ulcera y se disemina por via
linfatica (Fig.2). Esta distribucion es muy lenta, los parasitos son transportados a
traves del liquido tisular, linfa o sangre llegando a colonizar practicamente todo el
tegumento con la excepcion del cuero cabelludo, la region axilar, palmas de las

manos y plantas de los pies, tienen un desenlace fatal.®

Fig. 2 Lesiones nodulares en un paciente con leishmaniosis cutanea difusa.
Fotografia tomada en el Laboratorio de inmunoparasitologia. Hospital General
de México



1.2.3. Leishmaniosis mucocutanea 6 Espundida

Esta ampliamente distribuida a través de América central y sur de América, es
causada por L. braziliensis. Es transmitida por el mosquito del género Lutzomyia. La
primera lesion ocurre en el sitio inicial de la picadura, similar al de las otras especies
de Leishmania pero la infeccion también involucra a la mucosa orofaringea causando

degeneracion del cartilago. (Fig. 3) M

»

Fig.3 Lesiones de la mucosa orofaringea en leishmaniosis mucocutanea @



1.2.4 Leishmaniosis visceral 6 Kala-azar

También conocida como Kala-azar es causada principalmente por Leishmania
donovani que ha sido localizada en Europa, Norte de Africa, India y China,
transmitida por el piquete del mosquito hembra Phlebotomus. El periodo de
incubacién es de 2 a 4 meses, los principales organos afectados son el bazo,
higado, médula ésea y tejido linfatico. En los érganos afectados se forman pequefios

granulomas que daian las visceras al causar hiperplasia e hipertrofia de los mismos,

congestion de los vasos sanguineos y necrosis de los tejidos. ®



1.3 Ciclo biolégico de Leishmania

Leishmania es un protozoario patégeno del orden Kinetoplastida y pertenece a
la familia Trypanosomatidae,“m tienen un ciclo de vida dimérfico que se manifiesta

en el vector y en el hospedero vertebrado (Fig. 6).

1.3.1 En el vector:

Los amastigotes que se encuentran en la sangre infestada son ingeridos por
el vector y pasan al intestino medio del mosquito donde el agua es removida y la
sangre es retenida en el interior de la membrana peritropica (MP). La transformacion
de amastigote a promastigote ocurre entre 12 y 18 hrs, en esta transformacion inicial
los promastigotes son llamados prociclicos (Fig.5) y morfolégicamente se
caracterizan por ser cortos, ovoides y tienen ligera motilidad. La intensa
multiplicacion de esas formas inicia aproximadamente entre 18-24 hrs. Por el dia 7
hay una migracién de promastigotes a la regién del cardias, donde ocume la
transformacion a promastigotes metaciclicos que se caracterizan por ser altamente
activos y tienen un flagelo que les permite migrar mas alla del cardias, como es:

faringe y probéscide.””



Amastigote Promastigote

Fig.4 Parasito dentro del macréfago Fig.5 Parasito en el medio de
cultivo.

1.3.2 En el hospedero vertebrado

Inicia cuando el mosquito hembra (Phlebofomus papatasi) infectado pica al
hospedero susceptible. La saliva del mosquito inhibe la sintesis de proteinas
fosfatasas y la produccién de éxido nitrico (NO) en macréfagos. El 6xido nitrico es
una molécula que participa como mensajero intracelular, en la mayoria de los
6rganos de mamiferos, en el control de la homeostasis vascular, como
neurotransmisor asi como la defensa contra infecciones, su produccion se lleva a
cabo mediante la accién de la enzima éxido nitrico sintasa, que cataliza la conversién
de L- arginina y oxigeno molecular. EIl NO es producido por un gran ndmero de
células entre las cuales se pueden citar las siguientes: fibroblastos, hepatocitos,

queratinocitos. (2 | a saliva también contiene un potente vasodilatador llamado

maxadilan que es un péptido de 70 KDa que disminuye el calcio intracelular, a través

del mecanismo dependiente cAMP, (Adenosinmonofosfato ciclico), causando

vasodilatacion arterial. (%1419



Junto con la saliva, el vector también inocula dentro de la piel la fase infectante que
es el promastigote de la fase metaciclica. Estas formas son opsonizadas eficazmente
por componentes del suero como: C3bi y son fagocitados por macréfagos, donde
van a residir en el fagolisosoma y se transforman en amastigotes (Fig. 4), los cuales
se dividen por fision binaria dentro del macréfago llevando a la lisis la célula
hospedera. Los amastigotes libres infectan a otras células fagociticas en donde
vuelven a proliferar. También pueden circular por sangre 6 liquido tisular hasta que

son ingeridas por otro mosquito hembra susceptible. ('®
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Fig.6 Ciclo biolégico de Leishmania '®

A) El parasito se divide en el interior del intestino delgado del mosquito
hembra y se transforma en la fase metaciclica (fase infectiva). B) Cuando pica
al hospedero susceptible inocula esta ultima fase la cual va a parasitar al
macréfago. C) Los parasitos se transforman en amastigotes los cuales se
dividen por fision binaria haciendo que su célula hospedera estalle,
liberandose los parasitos e infectando nuevas células.



1.3.3 Inmunologia de la leishmaniosis

El establecimiento de la enfermedad tiene lugar cuando los promastigotes
metaciclicos de Leishmania son fagocitados por los macrofagos de la zona de la
picadura. La entrada de los promastigotes activa la cascada del complemento, lo que
le permite que la proteina C3bi del complemento se deposite en la superficie del
parasito y se una a los receptores del complemento presentes en el macréfago (CR1
Y CR3). La unién de los promastigotes al macréfago puede realizarse a través de la
LPG. Una vez que los parasitos se encuentran en el interior de los macréfagos, los
amastigotes pueden ser destruidos por los metabolitos de oxigeno y por enzimas
hidroliticas lisosomales. Se lleva a cabo el procesamiento y presentacion del
antigeno y los péptidos liberados se asocian a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad. Cuando se asocian a moléculas MHC clase |, los antigenos son
reconocidos por los linfocitos T tipo CD8 * ( Tc citotoxicas), mientras que cuando se
asocian a moléculas de clase Il son reconocidos por los linfocitos T tipo CD4* ( Th 6
cooperadoras). La activacion de las células Th desempeiia un papel importantisimo
en la respuesta inmune frente a Leishmania, tal como se ha observado en modelo
murino de infeccion con Leishmania major, el progreso de la infeccién, depende de la
dicotomia en el desarmrollo de las células T CD4+ que se diferencian en 2 subclases
funcionalmente distintas, caracterizadas por el perfil de citocinas que producen. Los
Linfocitos TH1 se caracterizan por la produccion de IL-2, IFN-y y el factor de

necrosis tumoral alfa. La respuesta TH2 hay produccién de IL-3, IL4, IL-5, IL-6 e



IL-10, esta respuesta promueve la activacion de linfocitos B con la formacién de
anticuerpos. Este tipo de inmunidad en los pacientes con leishmaniosis se desarrolla
desde una etapa temprana de la enfermedad y se mantiene durante el curso de la
infeccion. El papel de los anticuerpos en la leishmaniosis no es protector sino que

facilitan la opsonizacion del parasito lo que favorece la fagocitosis por los

5 1
mau‘ofagos.(n



1.4 Moléculas que presenta Leishmania en su superficie

Hay varias clases moléculas con un anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
como son: Lipofosfoglicano (LPG), glicoinositolfosfoglicano (GIPLS), glucoproteina

63 (gp63) de 63 kDa, fosfatasas é&cidas de secrecién (Fig. 7) "

= ®n ] emcas Pl-Anchor LPG
Modified
ot oaid GIPLs
| ' GPlLanchored
rctein o emeaores L2, |\ Proteins(GP63)
| S

PG

Secreted Proteins
(sAP, PPG)

Fig.7 Moléculas que presenta Leishmania en su superficie i
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1.4.1 LPG (Lipofosfoglicano)

Es sintetizado por todas las especies de Leishmania, es el mayor
glicoconjugado presente en la superficie del promastigote '®. Esta formado por 4
dominios principales: Fig(8)

I.- Regién de anclaje

Il.- Regién central de fosfosacaridos

llL.- Region de disacaridos fosforilados

IV.- Regién de oligosacaridos (CAP)

Existen diversos reportes sobre las funciones que ejerce el LPG:

< Inhibe iNOS (6xido nitrico sintasa inducible) provocando ladisminucion
de la sintesis de NO (6xido nitrico) .('%

&  Inhibe PKC ( Proteina cinasa C) en un 70% .%°

<> Inhibe el estallido oxidativo y quimiotaxis de monocitos y

leucocitos polimorfonucleares. @y

oo Inhibe la fusién fagosoma-endosoma.

o Altera la expresion de moléculas de adhesion en la célula de

Langerhans y disminuye la actividad migratoria de estas células.??
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Fig.8. Esquema general de la estructura de LPG de promastigotes de
Leishmania *
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1.4.2 Glicoproteina (gp 63)

Se encuentra en la membrana de los promastigotes, es también llamada

leishmanolisina, es una metaloproteasa de 63 kDa dependiente de zinc. i
Es una proteina anfifilica de superficie con aproximadamente 500,000 copias

por promastigote, constituyendo asi el 1% del total de las pmteinas.m'ze’

Estd glicoproteina tiene residuos N- acetilglucosamina, manosa vy
galactosamina que juegan un papel importante en la interaccion parasito-

macréfago. (27.28)

También se ha demostrado que la actividad proteolitica de la gp63 se ve aumentada
en el interior del fagolisosoma, protegiendo al amastigote de la degradacion
intralisosomal ejercida por enzimas lisosomales, lo cual favorece a la sobrevida

intracelular del par‘ésito.m)
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1.4.3 Fosfatasas acidas

En el caso de Leishmania sp existen reportes en donde describen dos tipos

de fosfatasas acidas: secretadas al medio de cultivo (SAP) 2 y asociadas a

membrana 239

Las fosfatasas acidas (3.1.3.2) son enzimas que catalizan la hidrélisis de

fosfomonoéster a un pH acido.

ROH H
E + ROPO: / : E-Pof'i_. E + H,PO,

-—
-«

1 2
R: es el sustrato fosforilado, el cuél libera un alcohol protonado (paso 1)

Hidrélisis de fosfoenzima (paso 2).

Existen diversos reportes de fosfatasas acidas asociadas a membrana que
han sido purificadas y caracterizadas en diferentes microorganismos infecciosos,
algunos como: Francisella, Coxiella, Legionella, asi como protozoarios parasitos

como Trypanosoma, Naeglena y Leishmania @08



1.5 Fosforilacion-desfosforilacion

La fosforilacion-desfosforilacion es un mecanismo crucial de numerosos

eventos celulares, incluyendo: crecimiento celular, diferenciacién, sefalizaciéon y

respuesta inmune. “? (Fig .9)

a PROTEIN KINASE j

senne, ", T
threonine, - ===5 A . 0 (I)
of tyrosing e } P wil)
sido chan  __4° — (")

k PROTEIN PHOSPHATASE —j

P,

Fig.9 Proceso de fosforilacion-desfosforilacion*”

La reaccion catalizada por una proteina cinasa que pone un grupo fosfato

sobre una cadena de aminoacidos, mientras la reacciéon catalizada por una
proteina fosfatasa remueve el fosfato
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La fosforilacion puede ocurrir en residuos (serina/treonina) 6 tirosina de
diversas proteinas, en estas Ultimas es esencial para los eventos de sefalizacion y
respuesta inmune. Las enzimas responsables para la fosforilacion de residuos

tirosinas son proteinas tirosina cinasas (PTKs) “? y las enzimas que desfosforilan

residuos de tirosina son llamadas proteinas tirosina fosfatasas (PTPasa).

Las PTKs Y PTPasa son las enzimas responsables para la regulacién de la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas tirosina. Basado en la informacién sobre
la secuencia genémica, se estima que mas de 1000 proteinas tirosina cinasas y
aproximadamente 500 proteinas tirosina fosfatasas son codificadas por el genoma

humano(‘?’)
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1.6 PTPasas.

Son enzimas hidréliticas que remueven fosfato de residuos fosforilados en
tirosina.

Todas las proteinas tirosinas fosfatasas (PTPasa, EC 3.1.3.48), poseen un
dominio catalitico comun (Fig.10), que consta de aproximadamente 250 aminoacidos
que contienen 21 residuos constantes, mucho de los cuales han sido demostrados a
ser necesarios para la actividad de fosfatasa. En el dominio catalitico se encuentra
una secuencia conservada constituida por los siguientes aminoacidos (I/V)
HCXAGXXR(S/T) G (las letras indican el aminoacido especifico y la X cualquier
aminoacido). La cisteina en esta secuencia es requerida para la actividad catalitica y

esta involucrada en la formacion del intermediario de reaccion que es la

fosforilenzima. “%

Biogquimicamente, estas fosfatasas pueden ser identificadas por su
sensibilidad a compuestos quimicos como: el vanadato, molibdato, tungstato
insensibilidad al acido okadaico y a la no dependencia de iones metalicos. Una
caracteristica esencial es la propiedad a hidrolizar el p-nitrofenilfosfato y la pérdida

total de la actividad por mutacion de la cisteina del sitio activo.

20



Fig. 10 Sitio activo de 4 proteinas tirosina fosfatasas. En rojo el sitio activo de
la PTPasa Yersinia, PTP1B en azul, VHR eas \;enle y en amarillo la fosfatasa de
bovino .
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1.7 Clasificaciéon de PTPasas

En base a su funcién, estructura y secuencia, las PTPasas pueden ser

clasificadas en tres grupos principales:

1.7.1. Fosfatasas especificas de tirosina
1.7.2. Fosfatasas de especificidad dual tipo VH-1
1.7.3. Fosfatasas de bajo peso molecular

1.7.1. Fosfatasas especificas de tirosina

Son de peso molecular relativamente alto, también conocidas como proteinas

tirosina fosfatasas (PTPasas). Estas pueden ser de dos tipos: “46)

1.7.1.1  Tipo receptor

1.7.1.2 Tipo citoplasmaticas.

1.7.1.1 Tipo receptor: tienen un dominio extracelular, un dominio Gnico

transmembranal y mas de 2 dominios cataliticos. Los dominios extracelulares de las

PTPasas tienen secuencias repetidas de dominios de inmunoglobulina. “n

Estas PTPasas tipo receptor pueden estar divididas en 5 tipos basado en la
cara com(in con el dominio extracelular (Fig. 11): “®
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1) Receptor tipo 1: estan presentes en células hematopoyéticas restringidas a la
familia CD 45.

2) Moléculas tipo 2: Son PTPasa tipo LAR (DLAR en Drosophila LAR, PTPo y
PTPy) estd clase de PTPasa contienen secuencias repetidas de
inmunoglobulinas y dominios parecidos a fibronectina tipo 3

3) Repetidos de fibronectina tipo lli

4) Tipo 4: PTPa y PTPe

5) Tipo 5: PTPEy PTPy

1.7.1.2 Tipo citoplasmaticas

Poseen segmentos extracelulares, los cuales pueden estar involucrados en la
regulacion de la actividad catalitica.

Los dominios SH2 es un sitio conservado de aproximadamente 100
aminoacidos que reconocen proteinas fosforiladas en tirosina.

Varias PTPasas contienen dominio SH2, dos de estas fosfatasas han sido
ampliamente estudiadas: La PTPasa SH-PTP1, que es expresada
predominantemente en células hematopoyéticas también conocida como (PTP1C,
HCP y SHP1) regulan la via de transduccion de seiales de una variedad de
receptores hematopoyéticos los cuales son inmunoreceptores que poseen un

dominio conservado conocido como sitio inhibitorio de tirosina (ITIM) “%
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La SH-PTP2 es una proteina critica en las vias de sefalizacion. A través de

este dominio SH2 las proteinas son activadas en las vias de transduccion de

sefales.

. Ig-like E SHI domamn
domuin

B Fibranectin like I PEST domaln
domuain

E Carbonic anhydrase Ezrin homologs
downain domain
Transmembrane ;
domain B PDZ domain
PTP domain
-240 aa g CH2 domain

l 1. ue H PP PTPIB &
PTP H1
s asr-erre f
SHFPTP¢? PTE-PEST vy NIN | )
=~ L
B e g FIPH1 DPFTPaIE CIn s
|
recepior like FTIPS
| |*|| -HAS

SR e zoe -

Intrac elhnla rPFTi

Fig. 11 Estructura esquematica de la proteina tirosina fosfatasa (50)
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1.7.2. Fosfatasas de especificidad dual tipo VH-1

La primera PTPasa de especificidad dual que fue identificada en el virus
Vaccinia. Esta fosfatasa VH1 es una fosfatasa pequefna (20 kDa) que desfosforila
ambos sustratos: fosfotirosina y fosfoserinaffosfotreonina. Esta enzima
especificamente desfosforila una proteina viral tipo histona requerida para la

encapsidacion, y que es necesaria para la replicacion del virus®?

1.7.2.1 Proteinas serina/ treonina fosfatasas

Las proteinas serina-treonina fosfatasas son las que se encargan de
desfosforilar residuos serina treonina y estan localizadas en el citoplasma. En esta
familia se encuentran fosfatasas dependientes de Mg*? (PPMS) y fosfatasas
independientes de Mg*? (PPP) 2

Un ejemplo de la familia PPMS es la proteina fosfatasa 2C (PP2C). Varios
miembros de la familia PPP comparten un dominio altamente conservado
responsable de la actividad de fosfatasa. Dependiendo de su sensibilidad a
inhibidores de fosfatasas (acido okadaico) pueden subdividirse en 3 familias:

a) proteinas fosfatasas 2A(PP2A) las cuales son inhibidas por

cantidades nanomolares (nM) de acido okadaico

b) proteina fosfatasa 1 (PP1) que requiere una concentracion 10 veces

mas alta de acido okadaico para la inhibicion y

25



c) proteina fosfatasas 2B (PP2B ¢ Calcineurin A) es poco resistente a

el acido okadaico *®

1.7.3. Fosfatasa de bajo peso molecular

Han sido encontradas en bacterias y mamiferos y contienen un dominio tnico

catalitico. Se desconoce la funcién biolégica.
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1.8 PTPasas en microorganismos infecciosos

La actividad de PTPasa ha sido reportada como factor patogénico en varios
microorganismos infecciosos tales como:

1.8.1 Virus

1.8.2 Bacterias

1.8.3 Parasitos

1.8.1 Virus

El virus vaccinia pertenece al género Orthopoxvirus, es un virus de DNA de
doble cadena con 192000 pares de bases, contiene aproximadamente 200 genes
que se replican en la célula hospedera.
El virus vaccinia codifica una pequenia PTPasa (20 kDa) llamada VH1, que es
producida en la ditima etapa de la infeccion. VH1 es el prototipo de la familia de

PTPasa que puede desfosforilar ambos sustratos que contienen

fosfoserinaffosfotreonina. ¥

1.8.2 Bacterias

Tres especies de bacterias del género Yersinia son responsables de
enfermedades humanas. Yersinia pestis es el agente causal de la peste
bubdnica, mientras que la Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis

causan enfermedades entéricas y septicemia respectivamente. La bacteria evade
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la destruccion por macréfagos y linfocitos y se multiplica en el sistema
reticuloendotelial. ®Syersinia neutraliza la actividad de los macréfagos por un
mecanismo que aun es desconocido y secreta determinantes virulentos llamados:
“Yops” en la célula hospedera. La Yop H también conocida como Yop 2b 6 Yop
51 es una PTPasa, los blancos de la Yop H son desconocidos, pero pueden
incluir proteinas fosforiladas en tirosina que estan involucradas en la
reorganizacion del citoesqueleto que permiten la fagocitosis y que participan en
mecanismo de transduccion de sefiales.

El efecto que ejerce la PTPasa de Yersinia (Yop H) en los macrofagos es
inhibiendo la fagocitosis, ® a través de la destruccion de fibras de actina por

desfosforilacién de proteinas especificas tales como P2 % y p 125 FAKED

1.8.3 Parasitos

1.8.3.1 Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi.

Se ha demostrado una actividad de tirosina fosfatasa localizada en fracciones
solubles y particuladas de ambos parasitos, que desfosforila al péptido Tyr-(p)
Ratyde. Por ensayos de inmunoelectrotransferencia, utilizando un anticuerpo
monoclonal a PTPasa, se detecté una molécula de alrededor de 55 kDa en extractos
de parasitos (forma sanguinea y prociclica). Inhibidores especificos de PTPasa como

el vanadato de sodio inhibieron la actividad de PTPasa. 359
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En Trypanosoma brucei se ha caracterizado una proteina tirosina fosfatasa unida a
membrana y con actividad de PTPasa, la cual esta ausente en fase prociclica,
ademas la reconstitucion experimental de proteinas de membrana demostré que 3
polipéptidos de 148, 115 y 72 kDa presentarén actividad de PTPasa la cual fue
inhibida por vanadato de sodio ©”

En este mismo parasito purificarén y clonaron una proteina fosfatasa de
membrana con una secuencia homéloga con otras fosfatasas. Los valores obtenidos
en cinética, especificidad de sustrato y propiedades modulatorias fueron similares a
esas proteinas fosfatasas. Mediante ensayos de inmunoelectrotransferencia, se
demostré que la fosfatasa acida es regulada en el ciclo de vida de T. brucei, ya que

fue expresada en la forma sanguinea y no en la forma prociclica del parasito. il

1.8.3.2 Ascaris suum

Ascaris presenta 2 formas de proteina tirosina fosfatasas diferentes que
fueron parcialmente purificadas: PTPA-1 con un peso molecular de 50-55 kDa y
PTPA-2 180 kDa, ambas proteinas presentan reacciéon cruzada con el anticuerpo
anti-PTPasa 1B de placenta humana. Mediante una inmunoreaccion observada por

microscopia de luz se determino la presencia de la enzima en la lamina muscular del

parasito. ©?
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1.8.3.3 Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica presenta una proteina fosfatasa unida a membrana con
actividad de PTPasa, la cual ha sido purificada en ftrofozoitos. Esta enzima
desfosforila especificamente a O-fosfo L-tirosina (P-Tyr) a un pH de 5.0 y tiene poca
actividad hacia O-fosfo L-serina, O- fosfo-L- treonina y ATP. Esta enzima fue inhibida
por molibdato de amonio, tungstato de sodio y trifluoperazina. El anticuerpo anti
PTPasa 1B de placenta humana presenté una reaccién cruzada con una molécula
de 55 kDa presente en la fraccién solubilizada de Entamoeba histolytica. Se observo
una desintegracion completa del citoesqueleto de actina en células HelLa después de
8 hrs de interaccién con la PTPasa amibiana. Estos resultados sugieren fuertemente
que la PTPasa amibiana participa en los procesos de transduccion de sefiales que

estan involucrados en el rearreglo del citoesqueleto de actina. ®3)

1.8.3.4 Leishmania donovani

El primer reporte de PTPasa en la familia trypanosomatidae fue realizada en L
donovani, en la cual se demuestra la actividad de tirosina fosfatasa en extractos
crudos y en fracciones que fueron purificadas a través de cromatografia de afinidad
en superosa 12. También se observé que la actividad de fosfatasa acida se
incrementa lentamente con la edad de cultivo mientras que la actividad de PTPasa

disminuye con el tiempo de cultivo. Sin embargo no se demuestra el peso molecular

de la enzima responsable de la actividad. .
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Il JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 Justificacion

En nuestro pais la * leishmaniosis “ es una de las enfermedades parasitarias
que en los ultimos afos ha tomado importancia. Esta enfermedad es causada por el
parasito protozoario del género Leishmania y el estudio de este parasito ha sido
abordado con diferentes enfoques: inmunolégico, bioquimico, biologia molecular,
clinico, epidemioldgico.

Nosotros abordamos el estudio desde el punto de vista bioquimico, basado en
la identificacién y caracterizacién de una PTPasa de Leishmania major.

Las PTPasas son enzimas que estan involucradas en la seiializacion,

regulando funciones celulares como: metabolismo, transcripcion de genes y

(40)

respuesta inmune.

Una regulacion inapropiada de estas enzimas puede participar en la patogenia
de enfermedades tales como: diabetes mellitus, cancer, arteriosclerosis. > También
han sido reportadas como factores de virulencia en microorganismos infecciosos
como bacterias del género Yersinia. )

En el caso particular de Leishmania se sabe que la invasion a macrofagos por
el parasito induce la desfosforilacion de proteinas. Se ha demostrado que en este
proceso son inducidas las PTPasas del macréfago, sin embargo poco se sabe a
cerca de la proteina tirosina fosfatasa del parasito, ya que tnicamente se ha descrito

la actividad de proteina tirosina fosfatasa en el extracto crudo y en fracciones

purificadas, pero no han sido reportadas las caracteristicas y propiedades
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bioquimicas de la PTPasa. Debido a lo anterior y a la necesidad de conocer la
posible participacion de esta enzima en el proceso de invasion por el parasito es de
nuestro interés la purificacion de la enzima y realizar con ella algunos ensayos
funcionales del macréfago como son: estallido oxidativo, la produccién de oOxido

nitrico y secrecion de citocinas.
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2.2 Hipétesis

Si promastigotes de Leishmania major poseen una proteina tirosina fosfatasa

entonces, esta comparte epitopos con las PTPasas de eucariontes superiores.
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lll. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar y caracterizar la proteina tirosina fosfatasa en promastigotes de

Leishmania major.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

& Realizar el fraccionamiento subcelular de promastigotes de Leishmania

major en la fase metaciclica y prociclica.

& Determinar la actividad especifica de fosfatasa en el fraccionamiento

subcelular de promastigotes en la fase metaciclica y prociclica de Leishmania major.

4 Determinacion del pH 6ptimo de la actividad de fosfatasa en la fraccion
solubilizada de promastigotes en la fase metaciclica y prociclica de Leishmania

major.
aDeterminar la actividad de proteina tirosina fosfatasa en la fraccion

solubilizada de promastigotes en la fase metaciclica y prociclica de Leishmania

major.
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aCaracterizacion de la actividad de PTPasa en la fraccion solubilizada de
promastigotes de Leishmania major con inhibidores especificos de PTPasas e

inhibidores de serina-treonina fosfatasas.

aldentificar la enzima PTPasa en fraccion solubilizada de promastigotes de

Leishmania major en ambas fases de crecimiento del parasito con anticuerpos

especificos para PTPasa
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4.2 Crecimiento del parasito y su cultivo in vitro.

Se trabajé con la cepa MHOM/SV/7315-ASKH de Leishmania major, la cual
fue cultivada en medio bifasico (RPMI y agar sangre). Se cultivaron cajas con 500 mil
parasitos en condiciones de esterilidad a 26°C y 96 % de humedad durante 4 dias.
Se realizé una prueba de aglutinacion con lectina de cacahuate para determinar la
fase de crecimiento del parasito; para esta prueba se utilizaron 2X10 8 parasitos, se
lavaron con PBS 1X y se resuspendieron en 900 ul de PBS 1X, posteriormente se
agregaron 100 pl de PNA. Se incubaron durante 30 min. y se centrifugaron a 800
rpm 3 minutos. Los parasitos aglutinados comrespondieron a la fase prociclica y los
no aglutinados correspondieron a la fase metaciclica.

Se capturaron los parasitos y se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min a
4°C. Se lavaron con PBS 1X y se contaron en una camara de Neubawer, se congelo

la pastilla a —=70 °C.
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Crecimiento del parasito y su cultivo in vitro
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Colocar el medio de cultivo
en un vaso de precipitado

|

Centrifugar a 3500 rpm/15 min

!

Lavar 2 veces con PBS 1 X

!

Contar los parasitos en la
camara de Neubawer

¥

Congelar la pastilla a
-70°C

Aglutinado/ fase prociclica| [Sobrenadante/fase metaciclica
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4.3 Fraccionamiento de parasitos

Se realizé siguiendo el método reportado por Aguirre y cols ©” modificado, el
cual se describe:

Se prepar6 el amortiguador de lisis (imidazol 10 mM pH 7.2, EDTA 5 mM, B-
mercaptoetanol 0.1%, leupeptina 2 pug/ml, aprotinina 10 pg/ml, benzamidina 1 mM,
Tritén X-100 al 2%).

Por cada 750- 800 millones de promastigotes de Leishmania major en la fase
metaciclica se utilizé 1 ml de amortiguador de lisis. Para el caso de parasitos en fase
prociclica se colocaron 500-600 millones de parasitos en 1 ml de amortiguador de
lisis. Fueron sonicados durante 3 ciclos, de 3 min, 37% de intensidad a 4°C en el
sonicador marca sonics, se verifico la lisis del parasito al microscopio. Se tomé una
alicuota del extracto total (ET), se centrifugd el volumen restante a 12000 rpm por 5
min a 4°C. Se alicuota el sobrenadante (SN1)( 100 pl). La pastilla formada ( pastilla
1) se resuspendid en amortiguador de lisis. Se tomé una alicuota de 100 pl
aproximadamente y se agregé Tritén X-100 al 2%.

Se realizé el proceso de extraccion que consistio en: colocar la muestra anterior en
hielo/ vortex 150 min, pasado el tiempo se centrifugd a 12000 rpm a 4°C. por 15 min.
Al sobrenadante obtenido se denominé SN2, el cual se congelé. Se resuspendio la
pastilla denominada (P2), la cual también se hicieron alicuotas y se congelé a 70 °C

hasta su uso. Al final tenemos ET, SN, P1, SN2, P2.
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Fraccionamiento de parasitos

Pastilla de parasitos

o

Fase prociclica Fase metaciclica

L 4 v

500-600 millones de parasitos /ml de amortiguador de lisis (fase prociclica)
750-800 millones de parasitos/ ml de amortiguador de lisis ( fase metaciclica)

l

Por separado las fases fueron sonicadas durante 3 ciclos/3min/ 37% de intensidad

.

Verificar la lisis del parasito al microscopio

|

Tomar una alicuota (ET)
Centrifugar a 12000rpm/15 min/ 4°C

! !

Sobrenadante 1 Pastilla 1
Alicuotar y almacenar a -70°C Resuspender en amortiguador de lisis
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!

Tomar una alicuota de 100pl

l

Al volumen restante agregar Tritén X-100 al 2%

!

Colocar en hielo-vortex 150 minl

|

Centrifugar a 12000 rpm 4°C/ 15 min

!

Sobrenadante 2 Pastilla 2

|

}

Alicuotas y almacenar a -70°C

Resuspender la pastilla en amortiguador de

|

[ Alicuotas y se almacena a —70°C

!

Al final del fraccionamiento se tiene ET, SN1, P1, SN2, P2
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4.4 Determinacién de proteina por el método de Bradford )
Stock: BSA 5mg/ml
Blanco: Amortiguador de lisis

Curva estandar

Concentracion | Stock Amortiguador de lisis Agua | Bradford

(ng) Smg/ml | cbp 10ul concentrado
+0.5 (1:10) 1l 9ul 150ul | 40pl

+1(1:10) 2ul 8ul 150u! | 40l

+3:(1:10) ~em 4y 150p! | 40ul

+5 1ul 9ul 150! | 40pl

+10 2ul | 8l 150ul 'W)ui
;:15 iSul ;!nu } 150l \40;11 |
+BCO il — 10! —; 150l i 40pl :
| | .

* Cada condicién se reallza por triplicado

*Leer a 595nm en el lector de ELISA

Se realizé por el método de Bradford (%) e cual consistio en: colocar 10 ul de
las muestras del fraccionamiento ( ET, SN1, P1, SN2, P2) en 40 ul del reactivo de
Bradford + 150 ul de H,O desionizada. Los datos obtenidos se analizaron en el

programa KC4 v 2.7.
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4.5 Determinacion de la actividad de fosfatasa

La actividad de fosfatasa se realizd en diferentes muestras (ET, SN1, P1,

SN2, P2) en solucién amortiguadora con pH de 5.0 para la fase prociclica y pH 6.0

para la fase metaciclica en una placa de ELISA de 96 pozos.

La mezcla de reaccion consistio en:

Muestra [ Volumen [ Amortiguador | Sustrato | Tiempode |Stopde |
l ‘ de acetato | p-NPP | incubacién | la
’ de sodio (0.5 |(0.1M) | (Estufa reaccion
I | M) | 37°C) NaOH 2 N

| «ET [ 5l | 85pl [10pl [ 60 min | 20pl
[*SN1 [ 5pl | 85l | 10u! [ 60 min [20pl
[+P1 | 5ul | 85ul [ 10pl [60 min | 20pl
[+SN2  [5ul. | 85p1 [ 10m [ 60 min | 20
[+P2 | 5ul | 85ul | 10ul [ 60 min [ 20u!

*BCO Sul de 85ul 10ul 60 min 20pl

amortiguador

| de lisis

+Cada condicién se realiza por duplicado.

La reaccion se inicio con la adicion del sustrato. Posteriormente se incubo

a 37°C por 1 hr en una estufa y la reacciéon fue terminada con la adicion de

NaOH 2N. El p-Nitrofenol generado, se ley6 a 405 nm.

Determinacion del pH 6ptimo

Se realizd un ensayo de cinética de pH de la actividad de fosfatasa con

amortiguador de acetato de sodio a diferentes pHs 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5y 7.0.

de igual manera que el paso anterior.
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4.6 Determinacion de la actividad de PTPasa.

Se analizo la actividad de PTPasa utilizando un Kit de (PROMEGA) especifico
para PTPasa, el cual contiene un péptido END(p Y)INASL (1118kDa). Se usé en un
amortiguador de acetato de sodio a pH 6.0 para la fase metaciclica y pH 5.0 para la
fase prociclica. Las muestras fueron pasadas a través de una columna de sephadex
G-25 para liberar el fosfato intrinseco. Se realizd una curva estandar de fosfatos
utilizando un stock de fosfato estandar (1mM) a diferentes concentraciones (500,
1000, 2000, 3000, 4000 picomoles). Se incubaron las muestras SN2 de la fase
metaciclica y prociclica, libre de fosfatos con 5ul de sustrato en un volumen total de
reaccion de 100 pl, por 15 min. Se detuvo la reaccion con 50 ul de Dyeadditive/Dye
solution. Posteriormente se leyé en el lector de ELISA a 630 nm utilizando el

programa KC4 v 2.7.

4.6.1 Efecto de algunos agentes quimicos en la actividad de PTPasa.

Se incubaron las muestras SN2 de fases metaciclica y prociclica, libre de
fosfatos, a temperatura ambiente con los inhibidores de PTPasas ( molibdato de
amonio 200 uM, tungstato de sodio 200 uM, orthovanadato de sodio 200 pM,
defostatin 100 uM) y con inhibidores de serina/treonina fosfatasas (calyculin S5nm,
acido okadaico 1uM, trifluoperazina 100 uM) por 15 min. Se verificd que la inhibicién
no fuese por pH midiendo éste con papel indicador de pH en cada determinacién, la

actividad de PTPasa presente, se determiné por el método descrito anteriormente.
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4.7 INMUNOPRECIPITACION

El material (SN2) de Leishmania se someti6 a una preabsorcion con
proteina G agarosa durante 2 horas a 4°C en agitacion constante. Posteriormente
se centrifugé a 12000 rpm a 4°C 10 min y se determind la concentracién de
proteinas en el sobrenadante. Se incubd la muestra con el anticuerpo monoclonal
anti-PTP asa 1B de placenta humana bajo agitacién constante durante toda la
noche a 4°C, al dia siguiente se agregaron 40 pl de proteina G agarosa con 2 %
de BSA a la muestra y se dej6 en agitacién durante 2 hrs a 4°C. La muestra se
separd en geles de poliacrilamida al 10 % para ser transferidos a membranas de
nitrocelulosa. El inmunoprecipitado se identificé por inmunoelectrotransferencia

utilizando el anticuerpo anti-PTPasa 1B y se revel6é por quimioluminiscencia.
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5.1 Actividad especifica de fosfatasa en el fraccionamiento subcelular de
Leishmania major

Se realiz6 la determinacion de la actividad de fosfatasa utilizando como
sustrato el p-NPP 0.1 M en el fraccionamiento subcelular de Leishmania major (ET,
SN1, P1, SN2, P2) en su fase prociclica y metaciclica. Se observa que hay mayor
actividad de fosfatasa en la fraccién solubilizada por el detergente (SN2) en ambas
fases del ciclo de vida del parasito con respecto a los otros pasos del
fraccionamiento. (Fig. 12)

5.2. Esquema de solubilizacion de la PTPasa asociada a membrana de

Leishmania major en sus dos fases de crecimiento prociclica y metaciclica

Se observa que existe diferencia en el proceso de semipurificacion de la
enzima en ambas fases de crecimiento del parasito ya que para prociclica el
porcentaje de rendimiento es mayor a 32% con respecto a metaciclica 4.98%.
También esta diferencia se observa en las veces de purificacién donde obtuvimos un
enriquecimiento de la enzima mayor en prociclica que en metaciclica 1.477.(Tabla

No 2).
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:

Actividad espec{ifica
( U/mg proteina)
g B

g

ET SN1 P1 SN2 P2

|._ Prociclica E]E;cidica I.

Fig.12 Actividad especifica de fosfatasa en los diferentes pasos del
fraccionamiento de Leishmania major

U® (Unidad)= 1 umol de p-NPP hidrolizado por minuto a 37°C
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Prociclica

Pasos del Actividad | Proteina] Actividad | Purificacion | Rendimiento| Proteina
fraccionamiento| total total |especifica|] (veces) % recuperada
Unidades| (mg) ux10® %
x10° mg
Extracto total 21.709 24 468 0.830 1.00 100 100
(ET)
Sobrenadante 1 14.350 5.413 2482 _ _ 22.06
(SN1)
Sobrenadante 2 6.794 2.375 2.678 3.224 31.29 9.706
(SN2)
Solubilizacién
con
Triton X-100
Metaciclica
Pasos del Actividad | Proteina| Actividad | Purificacion| Rendimiento] Proteina
fraccionamiento| total total |especifica] (veces) % recuperada
Unidades| (mg) ux10® %
x10* mg
Extracto total 1.00 100 100
(ET) 3684 | 2206 1.563
Sobrenadante 1 = e 22.06
(SN1) 0409 | 1615 0.237
Sobrenadante 2
(SN2) 0.183 0.074 2.309 1.477 498 372
Solubilizacién
con
Triton X-100

Tabla No 2. Solubilizacién de la PTPasa asociada a membrana de Leishmania
major en sus dos fases de crecimiento prociclica y metaciclica
1u= 1umol/min
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5.3 Determinacion del pH éptimo de la fosfatasa Leishmania major.

Con el fin de conocer las condiciones dptimas de pH para la actividad de la
fosfatasa se realizé una curva con acetato de sodio a diferentes pHs que comprende
un rango de pH 4 a pH 7. Para ésta determinacién se utilizé la fraccién solubilizada
por el detergente (SN2) de la fase prociclica y metaciclica. En la (figura 13) se
observé que el pH 6ptimo para la fase prociclica fue pH 5.0 y para la fase metaciclica
el pH éptimo fue de 6.0 cuando se utiliza como sustrato el p-NPP a 0.1M.

5.4 Actividad de PTPasa en promastigotes de la fase metaciclica y prociclica
de Leishmania major

Para determinar si promastigotes de leishmania poseen actividad de proteina
tirosina fosfatasa (PTPasa) se determiné la actividad de PTPasa utilizando un Kit
Tyrosine Phosphatase Assay System (Promega) el cual esta constituido por un
sustrato especifico que tiene un Unico sitio fosforilado en tirosina llamado Tyr
phosphopeptide-1 (END P(y) INASL). Para este ensayo se utilizd la fraccién
solubilizada (SN2) de ambas fases de crecimiento del parasito a la misma
concentracion de proteina. Se observd que en ambas fases de crecimiento del
parasito se presenté actividad de PTPasa, siendo ésta mayor en la fase prociclica

con respecto a la metaciclica (figura 14).
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Fig.13 Determinacion del pH 6ptimo de la fosfatasa en la fraccion solubilizada
de Leishmania major
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Fig.14 Actividad de PTPasa en (SN2) de promastigotes de la fase metaciclica y
prociclica de Leishmania major
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5.5. Efecto de los inhibidores especificos de PTPasa de Leishmania major

Siguiendo con la caracterizacion de la enzima se utilizaron inhibidores
especificos para proteina tirosina fosfatasa y serina treonina fosfatasa donde se
observé un 100% de inhibicion de la actividad de PTPasa, presente en el SN2 de
promastigotes de la fase metaciclica tanto con los inhibidores especificos de tirosina
fosfatasa como son: ortovanadato de sodio 200 uM, molibdato de amonio 200uM, asi
como inhibidores de serina-treonina fosfatasa, calyculin 5 nM, acido okadaico (1uM),
trifluoperazina 100 puM. En promastigotes de la fase prociclica no se presenté el
mismo patrén de inhibicién, ya que los inhibidores de tirosina fosfatasa presentaron
una inhibicién parcial y los inhibidores de serina treonina fosfatasa Unicamente

inhibieron entre 17 al 33% (Tabla 3).

5.6 Analisis electroforético del fraccionamiento de Leishmania major

Se analiz6 el fraccionamiento subcelular de Leishmania major, observandose
el patron proteico en geles de poliacrilamida al 10% tenidos con azul de coomassie.
En la fraccion solubilizada de ambas fases de crecimiento del parasito, se observo el

enriquecimiento de una molécula de alrededor de 55 kDa (Fig. 15 Ay B linea 4).
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Inhibidor Prociclica Metaciclica
Inhibicion (%) | Inhibicion (%)

Ninguno 0 0
Inhibidores de PTPasas

Ortovanadato de sodio (200 uM) 30+9.79 100
Molibdato de Amonio (200 uM) 87+12.56 100
Tungstato de sodio (200 uM) 51+10.33 100
Dephostatin (100 M) 25+12.58 100

Inhibidores de Ser/Treonina

fosfatasas

Calyculin (5 nM) 24.+17.74 Igg
Ac. Okadaico (1 uM) 33+14.76 6177
Trifluoperazina (100 uM) 17+19.7 e

Tabla 3 Efecto de inhibidores especificos de fosfatasas sobre la actividad de
PTPasa de promastigotes de la fase prociclica y metaciclica de Leishmania
major
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Fig.15 Analisis en PAGE-SDS del fraccionamiento de Leishmania major teiiido
con azul de coomassie

(A) Prociclica (B) Metaciclica

Linea 1: Extracto total (ET) Linea 1: Extracto total
Linea 2: Pastilla 1 Linea 2: Pastilla 1

Linea 3: Pastilla 2 Linea 3: Pastilla 2

Linea 4: Sobrenadante 2 Linea 4: Sobrenadante 2
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5.7. Identificacion de la PTPasa de Leishmania major por

inmunoelectrotransferencia con un anticuerpo monoclonal a-PTPasa 1B de

placenta humana y con un anticuerpo « -Tyr ACP 115 de Trypanosoma brucei
Existen reportes los cuales mencionan que las PTPasas de eucariontes

superiores poseen un sitio catalitico altamente conservado. ©Con la finalidad de

conocer si en la fraccion solubilizada, donde se encontré actividad de PTPasa
pudiera encontrarse alguna molécula que compartiera epitopos con la PTPasa de
placenta humana y la PTPasa de Trypanosoma brucei, se corrieron gele? de
poliacrilamida con muestra de SN2 precipitadas con acetona de ambas fases de
crecimiento del parésito y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa las cuales
se revelaron con el anticuerpo o-Tyr ACP 115 ( PTPasa de Trypanosoma brucei ) y
el anticuerpo monoclonal PTPasa 1B de placenta.

Los resultados por inmunoelectrotransferencia permitieron observar que el
anticuerpo monoclonal (x -PTPasa 1B de placenta humana) Figura 16 camil 1 y 2
reconocieron una molécula de alrededor de 55 kDa y el anticuerpo («- Tyr ACP 115
de Trypanosoma brucei, ) Figura 17 camil 1(fase prociclica) y 2 (fase metaciclica)
reconocieron una molécula de alrededor de 55 kDa. Estos ensayos fueron
confirmados con ensayos de inmunoprecipitacion, donde se observd que el
anticuerpo monoclonal «-PTPasa 1B de placenta humana inmunoprecipité el
componente de 55 kDa (Fig.18). Estos resultados confirman que la PTPasa de

Leishmania comparte epitopos con la organismos eucariontes superiores.
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56 kDa —

Fig.16 Identificacion de la PTPasa de Leishmania major por
inmunoelectrotransferencia con un anticuerpo monoclonal a-PTPasa 1B de
placenta humana en la fraccién solubilizada

Whb: o -PTPase 1B
A: Prociclica (10 pg) de proteina

B: Metaciclica (1g) de proteina
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1 2

Fig.17 Identificacion de Ila PTPasa de Leishmania major por
inmunoelectrotransferencia con un anticuerpo o-Tyr ACP 115 de
Trypanosoma brucei

Wb: o -TryAcP115
1: Prociclica 114 pg de proteina
2: Metaciclica 35ug de proteina
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Fig.18 Inmunoprecipitacién de la proteina tirosina fosfatasa por anticuerpo
monoclonal a-PTPasa 1B de placenta humana

1 SN2 L. major metaciclica
2 SN2 Entamoeba histolytica (control)
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VI.DISCUSION

63



En la leishmaniasis poco se sabe de los procesos de fosforilacion-
desfosforilacion. Algunos reportes describen que la invasion del parasito Leishmania
a macrofagos induce las proteinas tirosinas fosfatasas del macréfago provocando

una desregulacion en los eventos de sefalizacion de estas células fagoc::itic:as.('ﬂJ

Por otro lado en el parasito también han sido descritas la presencia de fosfatasas de

tipo lisosomal las cuales unicamente se han utilizado como marcadores enzimaticos
lisosomales.®®

Debido a los pocos antecedentes que se tienen sobre la participacion de
Leishmania en los mecanismos de transduccion de sefiales en la célula hospedera y
en especial a Ié participacion de las fosfatasas del parasito en la desfosforilacion de
proteinas esenciales en estos eventos, nuestro interés principal fue identificar si
Leishmania major posee una proteina tirosina fosfatasa. Se trabajé con las dos fases
de crecimiento del parasito: metaciclica (fase infectiva) y prociclica (fase no
infectiva).

El paso inicial fue el proceso de fraccionamiento subcelular el cual fue crucial
para la solubilizacion de esta proteina asociada a membrana.

Debido a la solubilizacién con el detergente la actividad especifica de fosfatasa acida
se incrementd 147.7% para la fase metaciclica y 324.4 % para la fase prociclica y la
cantidad de proteina descendié de 2.2 a 0.074 mg en la fase metaciclica y 24.468 a
2.375 en la fase prociclica. En este proceso la enzima fue purificada 2 veces mas

para prociclica con respecto a metaciclica, estos resultados comparados con otros
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procesos del fraccionamiento de la PTPasa de trofozoitos de Entamoeba histolytica
©% gonde se observa un incremento de purificacion hasta 2305% pero sin embargo

en este procedimiento el SN2 de E. histolytica se paso por una columna de
intercambio idnico obteniendo la enzima mas pura.

Cuando estos pasos del fraccionamiento fueron analizados por tincion con azul de
coomassie se observé un enriquecimiento de una proteina entre 55-57 kDa, este PM

ha sido reportado en la purificacion de PTPasas en el parasito como Ascans suum
©2y recientemente E. histolytica ®® Dentro de las propiedades de las fosfatasas,

fue caracterizada como una proteina acida ya que para la fosfatasa de promastigotes
de la fase prociclica el pH éptimo para su actividad fue 5.0 y para metaciclica fue 6.0.
Este pH se encuentra dentro del rango de pH 6ptimo reportado para las fosfatasas

de otros microorganismos e inclusive para otras especies de Leishmania A9

Se conoce que existen dos tipos principales de fosfatasas, las que
desfosforilan (serina/treonina) y las que desfosforilan residuos tirosina. Existen
reportes en parasitos como Trypanosoma ©h y E. histolytica ©3) donde demuestran la
actividad de proteina tirosina fosfatasa por desfosforilacion de péptidos como Tyr-(p)
ratyde y fosfoaminoacido como la O-fosfo-L-tirosina. En nuestro caso se utilizé el Tyr
phosphopeptido-1 END(PY) INALS el cual es un péptido con un dnico sitio fosforilado
en tirosina. La PTPasa de Leishmania tanto de la fase prociclica como metaciclica
fue capaz de desfosforilar este sustrato, presentandose una mayor actividad de

PTPasa en la fase prociclica con respecto a metaciclica.
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El patrén de sensibilidad a inhibidores de fosfatasas se utiliza como una
caracterizacion preliminar de estas enzimas como PTPasa. Las PTPasas que
desfosforilan residuos tirosina y las que desfosforilan residuos serina /treonina
presentan un perfil diferencial en cuanto a su sensibilidad/resistencia a diferentes
compuestos quimicos.

Las fosfatasas especificas de tirosina son inhibidas por concentraciones

micromolares de tungstato, vanadato, molibdato y defostatin. """ por el contrario

las fosfatasas de serina treonina son inhibidas por concentraciones nanomolares de
acido okadaico y concentraciones micromolares de trifluoperazina y calyculina.

La actividad de PTPasa de Leishmania en la fase metaciclica fue inhibida
100%, por concentraciones micromolares de tungstato, molibdato, orthovanadato y
defostatin, ademas fue inhibida por concentraciones nanomolares de acido okadaico,
un inhibidor de serina/ treonina fosfatasa sin embargo no fue inhibida por
trifuoperazina. Estos resultados sugieren la presencia de una PTPasa de actividad
de tipo dual, es decir que ademas de desfosforilar residuos fosforilados en tirosina
también desfosforila residuos serina/ treonina. En el caso de la fase prociclica la
actividad de PTPasa fue inhibida un 87% por concentraciones micromolares de
molibdato, un 50% por tungstato, un 30% por orthovanadato y solo un 25% por
defostatin. Para los inhibidores de serinaltreonina fosfatasa, calyculina present6 un
24% de inhibicién, acido okadaico un 33% vy trifluoperazina un 17%. Estos datos
reflejan un tipo de inhibicién parcial por ambos grupos de inhibidores, sugiriendo que

posiblemente puede tratarse de un tipo de PTPasa atipica.
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Un resultado muy interesante fue el obtenido por ensayos de
inmunoelectrotransferencia y confirmado por ensayos de inmunoprecipitacion, los
cuales revelaron el reconocimiento de una proteina de aproximadamente 55 kDa, por
un anticuerpo a-PTPasa 1B de placenta humana este peso molecular es muy similar
al de PTPasas ya caracterizadas en bacterias como Prevofella y en parasitos como

Trypanosoma,®" Ascaris ®? y Entamoeba histolytica. ©

Adicionalmente encontramos la presencia de una proteina de 55-60 kDa, que fue
reconocida con un anticuerpo o-Tyr ACP 115 el cual esta dirigido hacia el sitio
catalitico de una PTPasa de Trypanosoma brucei, este reconocimiento también fue
mayor en la fase metaciclica que prociclica ya que para ser identificada esta proteina
se incrementd la concentracion de proteina de la fase prociclica con respecto a la
fase metaciclica.

Los datos obtenidos sugieren que el parasito Leishmania pudiera poseer 2
tipos de PTPasas diferentes. Todos estos datos demuestran la presencia de una
PTPasa en mayor contenido en la fase infectiva del parasito apoyan la hipotesis de
que la PTPasa de Leishmania pudiera constituir un elemento importante en el
mecanismo de patogenicidad del parasito. Ya que como se sabe la modulacién de la
fosforilacion en residuos tirosina que participan en las vias de sefializacion
representa un importante mecanismo por medio del cual los patégenos pueden
interferir en la biologia celular de la célula hospedera. Los reportes de fosfotirosina

fosfatasa de otros microorganismos patdégenos como: Yersinia sp, Salmonella sp,
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Mycobacterium, y muy recientemente Entamoeba histolytica, © sefalan que estas

enzimas pueden participar como un factor de virulencia é desregulacién de las vias
de senalizacion. Debido a lo anterior nosotros pensamos que Leishmania major
pueda tener una estrategia similar a los microorganismos antes mencionados debido
a que posee también una PTPasa. Por todo lo anterior resulta interesante analizar el

efecto de esta enzima en los eventos de sefalizacion de la célula hospedera.
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VIl . CONCLUSIONES
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Leishmania major posee actividad de proteina tirosina fosfatasa la cual fue
comprobada por:
% Desfosforilacion del péptido END p(Y) INASL(1118 Da) que posee un sitio
fosforilado en tirosina
< Patr6n de sensibilidad a inhibidores especificos de PTPasa
< Comparte epitopos con las PTPasa de placenta humana y del parasito

Trypanosoma brucei.
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VII.PERSPECTIVAS
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El hallazgo de esta enzima abre nuevas perspectivas sobre la interaccion
hospedero—parasito. Lo cual resulta interesante investigar el efecto de la PTPasa de
Leishmania de la fase metaciclica en macréfagos a nivel de :

< Fagocitosis

8

Estallido respiratorio
Oxido nitrico

< Secrecion de citocinas

L3
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APENDICE
Acrilamida: Bis- Acrilamida
Acrilamida 29.2g
Bis-Acrilamida 0.8g
Azul de Coomassie
Etanol 95% 500 ml
Acido acético glacial 100 ml
Agua desionizada 400 ml

Azul brillante R- 250 20g
Nota: disolver toda la noche.

Amortiguador de Acetato de sodio pH 5.0 y 6.0
Se prepara una solucion de acetato de sodio 0.2 M

y se ajusta el pH con acido acético

Amortiguador de Corrida 10X pH 8.3

Tris( 25 mM) 30.3¢g
Glicina(190mM) 1440¢g
SDS (0.1%) 10.0g
Gel concentrador al 10%
Tris0.5M pH 6.8 700ul
dH,0 500ul
Bis-acrilamida 3.3ml
Persulfato de amonio 40 pl
Temed 5ul

Gel separador al 10%
Tris1.5M pH 88 2.5ml

dH;0 4.2 ml
Bis-acrilamida 3.3ml
Persulfato de amonio  40ul

Temed 2yl

Persulfato de amonio al 10%

Xl



MEDIO RPMI

REM) 480 wnnmmnmpunnss 450ml
eGlutamina..............cceeeennn.. 5MI
&Hepes.........occveeviiivee 5 ml

Suero fetal bovino descomplementado a 56 °C 30 min

Nota:
+Hepes se usa (2.3 g/ litro)
«Glutamina se disuelve en 20 ml en agua bidestilada estéril para preparar 100 ml

PBS 11X

NaCl 8.0g
KCl 0.2
Na;HPO4 1.15g
KH2PO4 0.29

Agua bidestilada

Solucion desteiiidora

Agua desionizada 1,251t
Acido acético 0.25lt
Metanol 1.01t
Solucion de transferencia
Tris-Glicina 10X 100 ml
Metanol 200 ml
dH,0 700ml

% Solucidn de lisis
Imidazol 10 mM pH 7.2
Aprotinina 10 pg/mi
Leupeptina 2 pg/ml
EDTA 5mM
B-mercaptoetanol 0.1%
Benzamidina 1 mM
Triton X-100 2%

% Nota: Esta solucién se prepara en el momento de ser utilizada y el triton se
agrega hasta el final.



MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

Marca Producto

SIGMA Tungstato de sodio
Orthovanadato de sodio
Molibdato de amonio
Imidazol

Aprotinina
Leupeptina
Benzamidina
2-mercaptoetanol
BSA

Triton X-100

Azul Brillante R- 250
p-NPP

EDTA

BIORAD Acrilamida

Bis-acrilamida

Bradford

Marcadores de peso molecular
Papel de nitrocelulosa

Temed




CALBIOCHEM | Calyculin A
Defosfatin

Acido okadaico

KODAK Revelador
Fijador
Films
ZYMED IgG cabra anti raton (H+L) Conjugado con peroxidasa

ONCOGENE |PTPasa 1B de placenta humana

PIERCE Sustrato para quimioluminiscencia

PROMEGA Sistema de analisis de tirosina fosfatasa

MERCK Acetato de sodio

BAKER NaOH

a - Tyr ACP 115 gentiimente donado por el Dr Norbert. Bakalara del laboratorio
de parasitologia de la Universidad Victor Segalen Bordeaux Il Francia.

Equipo Marca

Balanza analitica OHAUS

Campana de flujo laminar | NUAIRE

Camara de electroforesis |BIORAD

Fuente de poder

Centrifuga BECKMAN

Ultracentriuga 5417 R EPPENDORF




Lector de Elisa

BIO-TEK -

Incubadora LAB-LINE
Micropipetas EPPENDORF
Sonicador SONICS
Potenciometro BECKMAN
Agitador magnético LABINCO
Vortex THERMOLYNE
Congelador de -70°C SCIENCE
Microscopio 6ptico OZAUS




TECNICAS REALIZADAS.

Técnica de Inmunoelectrotransferencia para « -PTPasa.

Procedimiento para la elaboraciéon del gel

1.-Se limpiaron: vidrios, peines, separadores con alcohol

2.-El vidrio mas grande abajo y se le coloca frente el vidrio mas pequeiio
3.-Los separadores van a los extremos de los vidrios

4 .-Se levantaron ambas placas y se colocaron en la camara

5.-Se agregd agua para verificar que estuviera bien ensamblada

6.-Se secé con papel filtro

7.-Se mezclaron las cantidades correspondientes de los ingredientes del gel al
10%

8.-Se agreg6 primero y rapidamente el gel separador con la ayuda de una pipeta
pasteur

9.-Una vez agregado se colocarén unas gotas de alcohol isopropilico

10.-Una vez que el gel polimerizo, se lavé con H,O bidestilada y se seco
11.-Se adiciond el gel concentrador rapidamente y se puso el peine

12.-Una vez que ha polimerizado se retira el peine

13.-Se lavd con agua bidestilada

14.-Se secod



Preparacion de las muestras

+Se descongelaron las muestras

+Se colocaron las cantidades adecuadas (previo ajuste de proteinas) en tubos
eppendorf

+Se agrego posteriormente amortiguador de muestra 1X,2x 6 5X segun
corresponda

¢Las muestras se pusieron a hervir a 96°C por 3 min

Montaje de la camara

+Se coloco el gel en la camara

+Se agrego el buffer de corrida 1X

+Se colocarén los marcadores de peso molecular en los primeros carriles

+ Se conectod a la fuente de poder

+70 volts hasta que las muestras se alinien en el gel concentrador

+Después que las muestras pasaron el gel concentrador se subid el voltaje hasta

100-120 volts



Procedimiento para la transferencia

Camara himeda
+Si las membranas que se utilizaron son de nitrocelulosa se realizo lo siguiente:
1. Se cort6 papel de Nitrocelulosa de 6X9 cm
2. En una charola se tienen las 2 placas donde se coloco el gel con el papel
de nitrocelulosa
o Las placas se desarmaron sacando las 2 esponjas que contienen cada una
4. Se agregé el amortiguador de transferencia para humedecerlas
5. Se tomé una placa, la cual consta de 2 colores diferentes: negro y rojo
6. La parté negra es la que se colocd hacia abajo, enfrente se colocé una
esponja, 2 papeles filtros, el gel, la membrana de nitrocelulosa, el cual
previamente se le hizo una muesca para evitar confusiones, papel filtro, esponja,

se sacarén las burbujas con un tubo de ensaye y posteriormente se cerrd

7. Se coloco dentro de la camara
8. La otra placa se realiza el mismo procedimiento
9. Se colocé atras de las placas un bloque pequefio de hielo

10.  Se coloco la barra magnética
11. Se agrego el buffer de transferencia hasta cubrir perfectamente las
placas

12. Se cerro



13. En una charola que contenga hielo y se encuentre sobre un agitador
magneético, se coloca la camara de transferencia
14. Se conecto ala fuente de poder a una corriente no mayor de 370

mAmp, por 90 min

SEMI-SECO

1. Se limpi6 el equipo( Trans-blot semiseco)

2. Se humedeci6 el papel filtro que viene incluido en equipo, en amortiguador
de transferencia y se colocé en el equipo

3. Se humedeci6é la membrana de nitrocelulosa y se colocd sobre el papel
filtro

4. Se puso el gel y otro papel filtro

B, Se eliminaron las burbujas con la ayuda de un tubo de ensaye

6. Se conectd a la fuente de poder

i Programar la fuente a amperaje constante que va a depender del tamafo

de la membrana®. 90 min. (* 0.3 miliampers X cm?)



Inmunodeteccion

1. Una vez terminado el tiempo se saco la membrana
2. Con la ayuda de un lapiz con punta fina se colocaron puntos sobre las
bandas de los marcadores de peso molecular
3. Se cortarén con una navaja las partes sobrantes del papel transferido
4. La membrana se colocé en un recipiente pequefio de plastico, especifico
para el anticuerpo o -PTPasa
5. Se agrego la solucion bloqueadora (leche al 5% en TBST IX) y se coloco el
recipiente en una placa de agitacién por 1 hr
6. Después se lavo 3 veces con TBST 1X de 10 a 15 min. cada lavado
+Se agreg6 el anticuerpo o -PTPasa 1B de placenta humana 5:1000 en 3% -
de leche en TBST 1X
7. Se dejo incubar toda la noche
8. Al dia siguiente se recupero el anticuerpo colocandose en tubo, cubierto con
papel aluminio y perfectamente etiquetado
9. Selavd 2 hrs. con TBST 1X
10. Se agregé el segundo anticuerpo cabra anti raton conjugado con
peroxidasa 1:5000 en TBST 1X al 3% leche
11. Se incubo 2 hrs

12. Se lavo 1 dia con TBST 1X



Revelado de las membranas por quimioluminiscencia

1. Se cortaron acetatos y se colocaron en la placa de exposicion

2. El procedimiento siguiente se realizo en el cuarto obscuro

3. Mezclar 1 ml de sustrato + 1 ml de luminol. (Esta mezcla se hace en un
recipiente nuevo)

4. Se colocé la membrana

5. Se humedecié la membrana con la misma solucién por ambos lados.

6. Se colocd la membrana en el acetato

7. Se colocardn los films kodak

8. Cerrar la placa

9. Se inicid con tiempos cortos

10. Pasado el tiempo, tomar el film con las pinzas y se coloco en el revelador

11. Se puso en agua

12.Después en el fijador

13.Se encendié la luz

14.Se observo la aparicién de la banda

Nota; Si la membrana que se va a utilizar es PDVF, antes de utilizarse se activa
con metanol 3 min, en agitacion. y para bloguear el 1° anticuerpo y el segundo se

utiliza BSA al 3% en TBST 1X. Todo lo demas se realiza de la misma manera
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