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RESUMEN

La fosforilacion en tirosina juega un papel importante en la regulacion de
diversos procesos como: crecimiento, proliferacion y transformacién celular.
Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPasas) son enzimas encargadas de
desfosforilar residuos de tirosina de proteinas esenciales que participan en la
transduccion de sefiales. Se sabe que algunos microorganismos infecciosos
como Mycobacterium tuberculosis y Salmonella pueden secretar esta enzima al
medio de cultivo. Esta enzima bacteriana es capaz de desfosforilar proteinas
esenciales de la célula hospedera. En parasitos Trypanosomatidos, las
PTPasas pueden ser secretadas al medio de cultivo por una invaginacion
especializada de la membrana plasmatica, llamada bolsillo flagelar. Se ha
observado que este protozoario puede sobrevivir dentro de macréfagos de su
hospedero a pesar de las condiciones adversas en las que se encuentra en el
fagolisosoma. Esto podria deberse a su capacidad de secretar proteinas que
pueden desempefiar un papel esencial en el establecimiento de la infeccién, ya
que han sido sugeridas como factores de virulencia en microorganismos como

Yersinia'y Salmonella.

En este trabajo encontramos que promastigotes de Leishmania mexicana,
ademas de secretar fosfatasa acida al medio, secretan una enzima con
actividad de PTPasa. Se cultivaron promastigotes de Leishmania mexicana en
medio RPMI modificado. Se observo la viabilidad de los parasitos por medio de
citometria de flujo. Se colecto y se concentré el medio de cultivo condicionado

por medio de un sistema de Amicon. Se determind la actividad de fosfatasa
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acida y de PTPasa por medio de ensayos calorimétricos por medio de

espectrofotometria. Se realizaron ensayos de Western-blot.

Siguiendo con la identificacion de la enzima, se realizaron ensayos con
inhibidores especificos de fosfatasas de tirosina a diferentes concentraciones,
vanadato 200 yM, molibdato 200 uM y pervanadato 50 pM. Y con inhibidores
especificos de fosfatasas de serina/treonina a diferentes concentraciones,

caliculin 5nM y acido okadaico 1 pM.

Encontramos que después de 7 h de incubacion en el medio de cultivo RPMI
modificado, los promastigotes de Leishmania mexicana son capaces de
secretar una enzima con actividad de proteina tirosina fosfatasa,
encontrandose que el tiempo 6ptimo de secrecion es de 5 h. Ademas, durante
el tiempo de incubacion de los parasitos, se analizo su viabilidad mediante
citometria de flujo, la cual demostré que mas del 95 % se encontraban viables y
en optimas condicione, ya que no presentaban lisis debido a la incubacién.
Este medio fue concentrado y analizado en geles por SDS-PAGE vy transferido
a membranas de nitrocelulosa e incubado con un anticuerpo monoclonal, el
cual reconoce el dominio catalitico de la PTPasa de eucariontes superiores, y
con un anticuerpo policlonal, el cual reconoce el dominio catalitico de la
PTPasa de Trypanosoma brucei, donde se que ambos anticuerpos reconocen

una molécula entre 50 y 60 kDa unicamente en los cultivos del parasito.

El patrén de inhibicion con inhibidores de proteina tirosina fosfatasa fue

diferente al patron de inhibicién con los de serina treonina fosfatasa, ya que con
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los primeros inhibidores se observé una mayor inhibicién de la actividad de la
PTPasa en contraste con la casi nula inhibicion que se observd con los

inhibidores de serina/treonina.

Este trabajo nos permite sugerir que promastigotes de Leishmania mexicana

poseen una PTPasa de secrecion, la cual podria estar participando en eventos

tempranos del proceso de infeccién.

VIII



Héctor Daniel Pardavé Alejandre

1. INTRODUCCION

1. 1. Epidemiologia de la Leishmaniasis

La leishmaniasis se refiere a un espectro de enfermedades parasitarias
zoonoticas que son provocadas por un protozoario perteneciente al genero
Leishmania. Este es un parasito intracelular obligado del hombre y de diversos
mamiferos, que infecta células de su hospedero. La transmision del parasito al
hombre ocurre a través de la picadura de un insecto diptero hematofago del
género Lutzomyia en el nuevo mundo y Phlebotomus en el viejo mundo,
infectado con parasitos del género Leishmania que inocula a un hospedero.
Los reservorios son animales vertebrados. La mosca hembra, requiere sangre
para el desarrollo de sus huevos y se infecta al ingerir sangre con macréfagos
infectados de hospederos vertebrados. Los parasitos se encuentran
principalmente en células del sistema fagocitico mononuclear en la piel.
También pueden infectar otras células de la piel como las células de
Langerhans y los queratinocitos en la epidermis, fibroblastos y neutrdfilos en la
dermis. Esta enfermedad se caracteriza por comprometer la piel, mucosas vy

visceras, segun la especie de Leishmania y la respuesta inmune del huésped .

2, 3)

La infeccion empieza con la inoculacion de la Leishmania en la piel por la
picadura del mosquito transmisor. Las células del sistema fagocitico
mononuclear (macréfagos) combaten al parasito mediante diversos receptores

que reconocen principalmente dos moléculas que cubren su superficie: LPG
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(Lipofosfoglicano) y gp63 (Glicoproteina de 63 kDa). Dentro del macréfago, el
parasito también utiliza el LPG y la gp63 para inhibir los mecanismos

leishmanicidas de la célula 4.

La leishmaniasis es una enfermedad de prevalencia alta en muchas regiones
tropicales y subtropicales del mundo, tales como el este y sureste de Asia,
Medio Oriente, norte y este de Africa, el sur de Europa (cuenca del
Mediterraneo) y América Central y Sudamérica ©® (Figura 1). La leishmaniasis
es endémica en 88 paises de areas tropicales, 72 de los cuales estan en vias
de desarrollo. En el continente Americano se encuentra en 24 paises
aproximadamente, se extiende desde el sur de Estados Unidos (Texas) hasta
el norte de Argentina & 7. Su presencia depende de la existencia de
reservorios, de vectores y de la susceptibilidad del hospedero humano.
Ademas se esta transformando en una enfermedad reemergente importante a
nivel mundial, debido al incremento de pacientes coinfectados con VIH que

cursan con inmunodepresion ©.
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12 millones de personas infectadas

350 millones de personas en riesgo

Visceral

Cutanea / Mucocutanea

Figura 1. Mapa de leishmaniasis en el mundo (Fuente:
http://lusuarios.lycos.es/archivodeprotocolo/mapamundi.jpgen el Mundo).
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Actualmente la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera que la
incidencia anual es de 1.5 millones para leishmaniasis cutanea y la prevalencia
es de 12 millones de personas en el mundo, con 1.5 a 2 millones de nuevos
casos cada afio . Existen 350 millones de personas expuestas al riesgo de
infeccion ®. La distribucion geografica de la leishmaniasis esta limitada por la
distribucion del vector. EI numero de casos de leishmaniasis esta en aumento
debido principalmente a los cambios del medio ambiente generados por el

hombre, lo que aumenta la exposicion humana al vector ©),

En México, la regidon mas afectada es el sureste, aunque se distribuye al menos
en 17 entidades, desde Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas en el norte, hasta
Campeche, Yucatan y Quintana Roo en el sur. Se estima que anualmente se

presentan 400 nuevos casos de leishmaniasis ® (Figura 2).
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CASOS DE LEISHMANIASIS EN MEXICO

* Mayor nimero de casos

Figura 2. Mapa de leishmaniasis en México.
(En: Becker I, et al, 2006).
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1. 2. Agente Etiolégico

El agente etiolégico de la leishmaniasis es un protozoario del género

Leishmania.

1. 2. 1. Clasificacion Taxondmica

En la actualidad, el género Leishmania se divide en dos subgéneros, segun su
desarrollo en el intestino de los vectores: Leishmania, en el cual el desarrollo
del parasito esta restringido a la porcién anterior del tracto alimentario del
vector; y Viannia, en el cual el desarrollo del parasito se desarrolla en el

intestino medio y posterior del vector 1.

Las distintas especies del género Leishmania no se pueden distinguir
morfolégicamente. Para llegar a la clasificacion de las especies del género
Leishmania se deben considerar ciertas caracteristicas: a) bioldgicas: tipo de
desarrollo en el vector, crecimiento en los medios de cultivo, desarrollo en el
hospedero vertebrado; b) bioquimicas: diferencias en sus isoenzimas, y en el
ADN del nucleo y del cinetoplasto; c) inmunoldgicas: reactividad del parasito
con anticuerpos monoclonales y serotipificacion del factor de excrecion vy
taxonomia numérica para definir mejor la evolucion molecular y la relacién

filogenética de los parasitos del género Leishmania (n,
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Clasificacion Taxonomica basada en Levine et al, 1980

Reino: Protista (Haeckel, 1986).
Subreino: Protozoa (Golfuss, 1817).
Phylum: Sarcomastigophora (Honigberg and Balamuth, 1963)

Subphylum: Mastigophora (Deising, 1866).

Clase: Zoomastigophora (Calkins, 1909).

Orden: Kinetoplastida (Honigberg, 1963; Vickerman, 1976).
Suborden: Trypanosomatina (Kent, 1880).

Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901; Grobben, 1905).

Género: Leishmania (Ross, 1903).

1. 2. 2 Morfologia

Leishmania presenta principalmente dos formas de desarrollo: los

promastigotes y amastigotes.

1. 2. 2. 1. Promastigotes

Los promastigotes son flagelados y se desarrollan en el tracto digestivo del
insecto, miden de 12 a 20 um, tienen un nucleo central y un flagelo
anteronuclear que nace del cuerpo basal situado por delante del cinetoplasto

(Figura 3). En el intestino del mosquito entre las 12 y 18 horas, el parasito inicia
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un proceso de diferenciacion, en el cual los amastigotes se transforman en
promastigotes prociclicos, que morfolégicamente se caracterizan por ser
cortos, ovoides y tener ligera movilidad, y que se adhieren al epitelio del
intestino medio del mosquito mediante la molécula de lipofosfoglicano (LPG). Al
séptimo dia, los promastigotes prociclicos migran a la region del cardias donde
se transforman (metaciclogénesis) en promastigotes metaciclicos, que se
caracterizan por ser altamente activos. Durante esta metaciclogénesis, las
moléculas de LPG se duplican y experimentan cambios en las cadenas
laterales de los disacaridos, lo cual permite que el parasito se desprenda del

epitelio intestinal y migre a la faringe y probdscide del mosquito ®.

Figura 3. Promastigotes.
(Fuente: www.vet.uga.edu/VPP/nsep/Brazil2002/leishmania/images/lip_g1.ip9g)
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1. 2. 2. 2. Amastigotes

Los amastigotes son aflagelados, redondeados, miden de 2.5 a 3.5 um de
diametro, tienen un nucleo grande y excéntrico y un cinetoplasto que consta de
blefaroplasto y cuerpo basal, de donde nace un rizoplasto que se convierte en
flagelo en el promastigote ® (Figura 4). Los vertebrados se infectan por la
picadura de la Lutzomyia transmitiendo promastigotes metaciclicos. Los
promastigotes son fagocitados por macréfagos de la piel, células de
Langerhans epidérmicas o monocitos circundantes. Una vez dentro de los
fagolisosomas, los promastigotes metaciclicos se diferencian en amastigotes,
se reabsorbe su flagelo y proliferan intensamente por fision binaria, provocando
la lisis de la célula. Los amastigotes liberados infectan células vecinas.

También pueden circular por liquido tisular @,
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Figura 4. Macréfago infectado con amastigotes.
(Fuente: Laboratorio de Inmunoparasitologia, Departamento de Medicina Experimental,
Facultad de Medicina, UNAM).
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1. 2. 3. Ciclo de vida

Leishmania requiere de un vector y un hospedero vertebrado en su ciclo de

vida.

Como se muestra en la imagen 5: El insecto hembra se infecta cuando pica al
hospedero vertebrado e ingiere sangre con el parasito y pica e inocula en la
piel de otro hospedero vertebrado susceptible, los parasitos en forma de
promastigotes metaciclicos, los cuales se localizaban en las glandulas salivales
de la probdscide de la mosca hembra (1). Los promastigotes metaciclicos son
fagocitados por los macréfagos (2). Los parasitos pierden el flagelo y se
transforman en amastigotes los cuales se dividen por fisién binaria, esto les
toma alrededor de 2 a 5 dias, dependiendo de la especie de Leishmania (3).
Los amastigotes se multiplican dentro de vacuolas parasitéforas denominados
fagosomas-lisosomas, las cuales varian de tamafo y contienen de 1 a 10
amastigotes, esto provoca que la célula hospedera estalle, liberandose los
parasitos e infecten a otras células fagociticas (4). El insecto pica al hospedero
infectado e ingiere fagocitos infectados con amastigotes o amastigotes libres
(5-6). Dentro del vector los parasitos se transforman en promastigotes
prociclicos que se anclan en el intestino medio y comienzan a dividirse durante
el tiempo que dura la digestién de la sangre, que es de 5 a 7 dias (7-8). Los
parasitos se diferencian en promastigotes metaciclicos (altamente infectivos) ya
que presentan alteraciones en algunas de las moléculas de superficie y son

incapaces de unirse al intestino medio, por lo que migran hacia la probdscide

11
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donde vuelven a ser inoculados o regurgitados por el vector hacia un

hospedero vertebrado 131419,

Figura 5. Ciclo de vida de Leishmania spp.
(Fuente:
www.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2006/Leishmaniasis/images/Life%20Cycle.

gif).
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1. 3. El Vector

La Leishmania es transmitida por pequefios dipteros pilosos del género
Phlebotomus en Europa, Asia y Africa y por el genero Lutzomyia en América.
Los vectores presentan metamorfosis completa y por lo tanto, pasan por el
estadio de huevo, varias etapas de larva, pupa y finalmente de adulto. Las
larvas son terricolas por lo que viven en el suelo a la intemperie, con
abundancia de materiales organicos en descomposicion (1), Tienen de 2 a 3

mm de longitud, con un cuerpo muy piloso y alas erectas en forma de “v” 7,

Lutzomyia es mas activa durante el crepusculo y desaparece progresivamente
hacia la noche. Su forma de vuelo es muy particular, a manera de brincos o
saltos y mantiene un vuelo bajo y silencioso. El area de su vuelo puede abarcar
hasta 200 m a la redonda de donde se cria; sin embargo, puede ser

transportado por el viento a distancias mayores "),

Las hembras son las unicas hematéfagas (Imagen 6) y se infectan al ingerir
sangre de un hospedero parasitado. En el vector se lleva a cabo una parte del
ciclo de vida del parasito donde pasa por la metaciclogénesis y adquiere la
capacidad infectiva. El vector se distribuye por todo el pais pero solo son
importantes en las areas endémicas en leishmaniasis. Su habitat se encuentra
en lugares humedos de bastante vegetacion y aridos con poca o sin
vegetacion. Cuando el ser humano vive en zonas con estas caracteristicas o
ingresa en estas zonas por motivos de trabajo, turismo, etc., corre el riesgo de

ser picado por el vector y adquirir leishmaniasis '8

13
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Figura 6. Lutzomyia en el momento de la picadura. (Fuente:
www.periodicoelpulso.com/images/jul03/breves/brev-05.jpg)

1. 3. 1. El Reservorio

En América existe una variedad de animales silvestres y domésticos que han
sido registrados como reservorios de las especies del género Leishmania. Es
evidente la relacidn ecoldgica estrecha que existe entre los vectores de un

parasito y su reservorio 7).

Se ha encontrado infectado naturalmente al perro doméstico (Canis familiaris),
y una gran variedad de roedores, que incluye a la rata (Raftus raftus). En
algunos estudios se ha observado, que los parasitos aislados en el hombre y
en la rata pertenecen a la misma especie. En la selva, aun no se ha podido

determinar los reservorios 3,

En Brasil se ha encontrado como reservorios de L. (L) amazonensis a los

marsupiales y principalmente a los roedores Proechymis y Oryzomys; para L.

14
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(V) guyanensis, se ha registrado al perezoso (Choloepus didactylus), tamandua
(Tamandua tetradactila), marsupiales y roedores; y de L. (V) brasiliensis, se
han registrado a animales domésticos como perros, equinos, mulas y roedores

domésticos 1% 29,

1. 3. 2. Transmision

La transmision de la Leishmania por la picadura del vector, ademas de ser
selvatica también puede ser intradomiciliaria o peridoméstica, ya que puede
haber reservorios infectados en este entorno ecolégico ® Es posible evitar la
transmision doméstica mediante el uso de mosquiteros y fumigacion. El control
del vector o de los reservorios requiere del uso de medidas costosas y de
buena infraestructura; ademas, el control de la leishmaniasis en humanos

depende de la deteccion temprana y del tratamiento oportuno. @)

Todas las especies de Lutzomyia pueden ser potencialmente vectores de la
Leishmania y dependeran de sus preferencias alimenticias. Se cree que un
10% de las 600 especies de Lutzomyia conocidas estan involucradas en la

transmision de la leishmaniasis humana 7).

Las especies que pican al hombre para alimentarse son las que pueden
transmitir la enfermedad, mientras que las especies que nunca 0 solo
ocasionalmente pican al hombre pueden ser muy importantes en el

mantenimiento de la Leishmaniasis en los reservorios 7,
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La mayoria de las especies son silvestres y solo atacan a los hombres que
penetran en su habitat. Existen algunas especies que muestran una antropofilia

acentuada y se adaptan al domicilio y peridomicilio humano.
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1. 4. Formas Clinicas de la Leishmaniasis cutanea

El genero Leishmania abarca un numero creciente de especies, actualmente
30, de las cuales aproximadamente 20 causan enfermedades en seres
humanos 2. El complejo Leishmania mexicana se encuentra en el continente
Americano junto con los complejos de L. (Viannia) braziliensis y L. donovani
chagasi. El complejo L. mexicana involucra a cuatro especies (L. mexicana
mexicana, L. mexicana venezuelensis, L. mexicana amazonensis, y L.
mexicana pifanoi), su distribucién ha sido analizada extensivamente en Centro
y Sudamérica ). Aun no ha sido considerado el dato de la distribucion de las
especies que existen en México, aunque la leishmaniasis cutanea es altamente
endémica, tiene amplia distribucidn geografica y un amplio espectro de

manifestaciones clinicas 4.

Las principales formas clinicas de leishmaniasis cutdnea en humanos son:

Leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y Leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

1. 4. 1. Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL)

En México la enfermedad es conocida como ulcera del chiclero debido a que
fue encontrada en trabajadores que extraian la goma del arbol del chicle y con
frecuencia se observaba que afectaba el pabelldén auricular '®). Esta forma
clinica puede ser causada por: Leishmania mexicana en México y L.

amazonensis en Sudamérica, etc. ??,
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La Leishmaniasis cutanea localizada ocurre entre dos y cuatro semanas
después de la picadura del vector. En la lesién aparece primero una papula
asintomatica, que se agranda y enrojece gradualmente, transformandose en
una ulcera de bordes indurados y de coloracion violacea en el sitio de la
picadura, pero sin producir calor o dolor (Figura 7). Las ulceras pueden ser
unicas o multiples, redondeadas, de fondo limpio o con tejido de granulacion,
pero indoloras ®. La curacién de la lesion implica la migracion de los
leucocitos, que aislan el area infectada que conduce a la necrosis de los tejidos
infectados, y la formacién de un granuloma curativo en la base de la lesion ),
La curacién generalmente es espontanea, en tiempo que va de 6 meses hasta
2 afios segun la especie del parasito y el sitio de la lesidn ® 22, El tamario de la

lesion puede variar entre algunos milimetros a varios centimetros de diametro.

Figura 7. Lesién de LCL.
(Fuente: www.baylor.edu/~Charles_Kemp/hand.jpg)
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1. 4. 2. Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD)

En México esta forma clinica es también producida por Leishmania mexicana.
Es generalmente una manifestacion de la infeccidbn con los parasitos que
causan normalmente LCL, asociada a una anergia especifica 0 a una carencia
de respuesta inmunolégica celular especifica hacia antigenos de Leishmania,
permitiendo la diseminacién incontrolada del parasito, con el desarrollo de
lesiones nodulares en toda la piel (Figura 8), con excepcion del cuero cabelludo
@ 22) F| parasito se disemina por el liquido tisular, por la linfa o por via
sanguinea. Los pacientes presentan invasion de mucosas orofaringea y
nasofaringea con ndédulos dolorosos que pueden llegar a obstruir las vias
aéreas e impedir la deglucién en los estadios finales del padecimiento; ademas,
tienen lesiones en los genitales externos y en las plantas, la piel se adelgaza y
se vuelve muy fragil, por lo que frecuentemente se ulcera y se infecta
secundariamente con bacterias. Las lesiones presentan escasos datos de una
respuesta inmune celular efectiva: en toda la dermis se encuentran macréfagos
altamente parasitados y pocos linfocitos. Se caracterizan por tener una
respuesta tipo Th2, debido a que sus linfocitos CD4" secretan citocinas
supresoras de macrofagos como son IL-10, TGF-B e IL-4, que inhiben los
mecanismos leishmanicidas de los macréfagos, lo cual permite la multiplicacion
incontrolada del parasito dentro de las vacuolas parasitoforas, ademas
bloquean la produccién de las citocinas IFN-y, y TNF-a. Los pacientes cursan
con una enfermedad progresiva que generalmente tiene un desenlace mortal
@ Esta forma clinica se ha reportado en Oaxaca, Campeche, Tabasco,

Veracruz, Michoacan, Tamaulipas y Coahuila .
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Figura 8. Paciente con leishmaniasis cutanea
difusa. En la foto se observan las lesiones
caracteristicas en todo el tegumento.
(Fuente: fotografia tomada en el Laboratorio de Inmunoparasitologia, Depto. De Medicina
Experimental, UNAM, Hospital General de Mexico).
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1. 5. Moléculas presentes en promastigotes de Leishmania

La superficie de los promastigotes de Leishmania esta cubierta por
glicoproteinas, donde la manosa es el componente mas abundante de estas
moléculas, alli se encuentran presente varias clases de fosfatidilinositol o
moléculas de anclaje tales como: lipofosfoglicano (LPG), un pequeno grupo de
glicoinositolfosfolipidos (GIPLS), proteinas con GPlI como la gp63 vy
proteofosfoglicanos (PPGs), los cuales constituyen otro mecanismo de defensa
contra el estallido respiratorio * 2% 2" Las moléculas ubicadas en la superficie
del parasito denominadas determinantes invasivos/evasivos, son cruciales para
la infeccion pero no producen patologia en el huésped. Las moléculas
relacionadas con la virulencia de Leishmania son la gp63 y LPG. La gp63
ayuda a los promastigotes a evadir la lisis por complemento ®, también ayuda
junto con la LPG, a que las células del sistema fagocitico mononuclear
combatan al parasito mediante diversos receptores presentes en su superficie,
como CR1 y CR3 (receptores de complemento) y receptores de manosa-fucosa
que reconocen la manosa presente en el LPG y que participan en la fagocitosis
de Leishmania permitiendo su entrada a la célula ®® %), LPG y gp63, pueden

ser importantes para la sobrevida del parasito dentro del fagolisosoma 23 29:30),
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1. 5. 1. Lipofosfoglicano

La macromolécula mas abundante en la superficie del promastigote de
Leishmania es el Lipofosfoglicano (LPG). Esta molécula esta anclada a la
membrana mediante glicosilfosfatidilinositol (GPI) altamente conservado y
compuesto por una larga columna de dominios repetitivos de fosfosacaridos
especificos para cada especie de Leishmania que infectan humanos. Se
localiza cubriendo la superficie entera del parasito incluyendo el flagelo

formando un denso glicocalix #3233,

1. 5. 2. Glicoproteina gp63

La glicoproteina (gp63), conocida como proteasa de superficie, es
especialmente abundante en promastigotes, (5 X 10° moléculas por célula
representa el 1% de todas las proteinas celulares) ®¥. Es liberada por estas
formas del parasito hacia el exterior quedando anclada a la membrana celular
mediante una regioén que contiene glicosilfosfatidilinositol (GPI) ®®; ha mostrado
ser proteoliticamente activa sobre diferentes sustratos y puede estar incluida en
la degradacion de diferentes macromoléculas del hospedero. Es wuna
metaloproteasa dependiente de zinc de 63 kDa de peso molecular y puede
proteger al promastigote de las enzimas hidroliticas en el intestino del vector y

de la actividad microbicida del macréfago ©°.
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1. 5. 3. Fosfatasas acidas

Las fosfatasas acidas son enzimas que catalizan la hidrélisis de

fosfomonoéster a un pH acido (Figura 9) ®®.

Las fosfatasas acidas han sido identificadas en parasitos protozoarios de la

familia Trypanosomatidae. Se han descrito dos tipos de fosfatasas acidas: las

asociadas a membrana y las secretadas al medio de cultivo (SAP) ®®),

Figura 9. Reaccion de catalisis por fosfatasas.
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1. 5. 4. Vias de secrecion en promastigotes de Leishmania

Los parasitos de Leishmania infectan diversos tejidos o tipos celulares en su
hospedero mamifero. La supervivencia del parasito dentro de estos ambientes
requiere del transporte superficial regulado de glicoproteinas y de glicolipidos
altamente abundantes en la superficie, asi como de una gran cantidad de otros
transportadores menos abundantes de la membrana plasmatica como las
enzimas superficiales y los receptores que se liberan a la superficie de la célula
por una invaginacion especializada en la membrana plasmatica, llamada

bolsillo flagelar (“pocket flagelar”) %2,

Leishmania pasa a través de un par de etapas distintas de desarrollo durante
su ciclo de vida en el insecto y en el mamifero hospedero. Las formas
caracteristicas en estas etapas de desarrollo se llevan a cabo por un arsenal de
microtubulos que son la base de la membrana plasmatica. Un solo flagelo
emerge de una invaginacion profunda en la membrana plasmatica (bolsillo
flagelar), que es posterior al nucleo en los promastigotes. En la etapa de
desarrollo de amastigote, el flagelo no emerge del bolsillo flagelar, el cual es un
compartimiento semi-aislado que es accesible a una gama de proteinas,

incluyendo complejos macromoleculares muy grandes ).

La mayoria de las proteinas destinadas a la superficie celular o a los lisosomas
son ensambladas inicialmente en el reticulo endoplasmico (RE). El RE es
también el sitio de sintesis de la mayoria de los fosfolipidos y glicolipidos de la

membrana “9,
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La mayoria de los organelos involucrados en la ruta de secrecion estan
organizados alrededor del “pocket flagelar” (fp) de Leishmania (Imagen 10). El
RE comprende la envoltura nuclear (NE) y el reticulo cortical (ER) que esta
conectado al reticulo endoplasmico especializado (tER) préximo al aparato de
Golgi (G) y al “pocket flagelar”. Los endosomas tardios (EE) representados
como una red compleja de vesicula-tubulo, estan también localizados cerca del
“‘pocket flagelar”. En los promastigotes de Leishmania, una “poblacion” de
endosomas tardios (MVBs), se forma cerca al aparato de Golgi y se fusionan
con los lisosomas MVT (L-MVT), los cuales se extienden a lo largo del eje

anterior posterior de la célula ®?.
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Figura 10. Representacion esquematica de los organelos secretores del promastigote de
Leishmania. Se observan los organelos involucrados en la secrecion, alrededor del
bolsillo flagelar. Reticulo endoplasmico (ER), envoltura nuclear (NE), reticulo
endoplasmico especializado (tER), aparato de Golgi (G), bolsillo flagelar (fp), flagelo (fl),
endosomas tempranos (EE), endosomas tardios (MVBs) y lisosomas-MVT (L-MVT). (En:
Mc Conville, et. al., 2002).

En la figura 11 se ha propuesto una via de transporte en la secrecion de
proteinas de Tripanosomatidos. En donde sugieren que las proteinas son
sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso, abarcando dominios de la
envoltura nuclear (NE) y del reticulo endoplasmico cortical y entonces son
exportadas al aparato de Golgi por una via del reticulo endoplasmico
especializado. Del pocket flagelar puede surgir en una poblacion pleiomorfica

de vesiculas y vacuolas (ruta 1). Después de ser liberadas, las proteinas de la
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membrana plasmatica se pueden dirigir al cuerpo de la célula o al flagelo. Las
proteinas lisosomales y las proteinas de la membrana del ER destinadas para
la degradacion se pueden transportar a los lisosomas por una via interna y
directa del aparato de Golgi (1, 2 y 3) o pueden ser liberadas al bolsillo flagelar
para internalizarlas en endosomas tempranos. Ambas rutas estan implicadas
en la internalizacion de las proteinas de membrana en el lumen de los
endosomas tardios (MVBs) como vesiculas microinvaginadas (2 y 6). Las
proteinas lisosomales residentes y los productos de degradacion de los
lisosomas pueden ser exocitados por varias vias reversibles (3, 6 y 7; lineas
punteadas), o por la fusion directa con la membrana del bolsillo flagelar.
Algunas proteinas superficiales se reciclan a través de los endosomas y

vuelven a la membrana del bolsillo flagelar (4 y 5) ¢®.
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Figura 11. Ruta de transporte de proteinas de secreciéon en Trypanosomatidos:
Trypanosoma, Leishmania y Crithidia. Las lineas sélidas indican las rutas que son
apoyadas por estudios bioquimicos o ultra estructurales. Las lineas punteadas son
especulativas pero se basan en los caminos que se han definido en otros eucariontes
(En: Mc Conville, M. J., et. al., 2002)

1. 5. 5. Productos de excrecion/secrecion en Leishmania

Leishmania puede sobrevivir en macrofagos de su hospedero a pesar de las
condiciones adversas en las que se encuentran dentro del fagolisosoma. Esto
podria reflejarse en su capacidad de secretar proteinas que pueden
desempefiar un papel esencial en el establecimiento de la infeccién y servir
como blanco para la inmunorespuesta celular. En las ultimas décadas, se han
identificado varias moléculas implicadas en la biologia del parasito de la

Leishmania. Se han estudiado moléculas secretadas 6 excretadas por

patogenos intracelulares tales como Mycobacterium tuberculosis y Toxoplasma
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gondii. Estas moléculas son antigenos altamente inmunogénicos y protectores
usados en vacunas. “V. De manera semejante, en estudios realizados, se ha
observado que ratones BALB/c infectados con L. major inducen una fuerte
proteccion al inocular proteinas solubles del cultivo de promastigotes de L.
major. Pero son pocas las proteinas que han sido caracterizadas
completamente como moléculas de excrecién/secrecion (ES). Otros estudios
sugieren que antigenos de excrecion/secrecion de Leishmania pueden generar
péptidos que se pueden acoplar a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | o clase Il. En adicion de moléculas liberadas
en la vacuola del fagolisosoma de Leishmania, se puede también derivar la
maquinaria de presentacién asociada a la fagocitosis mediada del reticulo
endoplasmico, que podria representar una evasion de la respuesta inmune
para evitar una inmunorespuesta celular. Las proteinas del parasito podrian
desempenar papeles cruciales en la biologia o la virulencia de Leishmania, los
cuales estan muy bien adaptados para sobrevivir en las duras condiciones del
compartimiento del fagolisosoma del macrofago hospedero. Las proteinas ES
de parasitos muy probablemente pueden generar péptidos para la presentacion
de células CD8" y servir como blanco para la repuesta inmune citotoxica “2.
Recientemente se demostré que las inmunorespuestas citotoxicas especificas

son desarrolladas por los individuos que viven en areas de transmision de L.

(43) (44)

major ', y juegan un papel crucial en la resistencia a la reinfeccién
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1. 6. Fosfatasas acidas secretadas por Leishmania

Son varias las especies del género Leishmania que secretan fosfatasas acidas
al medio, en la forma de promastigote, ésto lo hacen a través del bolsillo
flagelar, el cual es su principal 6rgano secretor (36)  estas especies son:
Leishmania mexicana, L. donovani, L. tropica, L. aethiopica, L. amazonensis; a

excepcion de L. major.

Las SAPs son codificadas por multiples genes, sus secuencias son muy
parecidas entre las diferentes especies de Leishmania, lo cual sugiere que

pudiera jugar un papel esencial en la supervivencia del parasito “?.

Sin embargo en la forma de amastigote, las SAPs puden o no ser expresadas,

esto depende de la especie de “9),

En 1981, Gottlieb y Dwyer reportaron la presencia de una alta actividad de
fosfatasa acida distribuida sobre toda la superficie externa y en vesiculas
intracelulares de promastigotes de Leishmania donovani. La existencia de
concentraciones inusualmente altas de actividad de fosfatasa &acida en
promastigotes de L. donovani fue confirmada después por Glew vy
colaboradores en 1982. En el mismo estudio también fue demostrado que los
promastigotes contienen relativamente bajos niveles de otras hidrolasas acidas.
La actividad de fosfatasa fue extraida de la membrana plasmatica y purificada

parcialmente, encontrandose un pH o6ptimo para la actividad de fosfatasa en
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5.5, siendo resistente al tartato y capaz de catalizar la desfosforilacion del p-

nitrofenilfosfato y de una variedad de otros fosfomonoesteres “7).

También se encontré que los promastigotes de Leishmania donovani producen
una fosfatasa acida soluble (S-Acp) la cual es rapidamente sintetizada y
secretada al medio de cultivo. Esta enzima es detectada a los 20 minutos de
haberse sintetizado. Este es el primer estudio de una via de secrecién en un
protozoario. Ademas, la energia invertida en la sintesis rapida y secrecion de la
fosfatasa acida soluble, sugiere que esta enzima puede desempefiar un papel
importante en el establecimiento y/o en el mantenimiento de la relacion del

hospedero-parasito “®.

Hasta la fecha, numerosos estudios indican que promastigotes de Leishmania
sp. secretan macromoléculas durante su crecimiento in vitro. Aunque su papel
fisiologico se desconoce, el potencial de esta fosfatasa acida extracelular se
sugiere que puede actuar en sitios lejanos al parasito y contribuir a la nutricién
del parasito, a su resistencia a los factores potencialmente perjudiciales del

hospedero, y a su patogenicidad “?),
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1. 7. Fosforilacion y desfosforilacion

La fosforilacion de proteinas es un evento importante en diversas funciones
celulares. Esta se presenta en residuos serina, treonina, histidina y/o tirosina.
Se lleva a cabo por las proteinas tirosina cinasas (PTCs), las cuales son
enzimas responsables de la fosforilacion de proteinas en residuos tirosina,
catalizando la transferencia de un grupo fosfato del ATP a un residuo de
aminoacido especifico del sustrato % 3", La fosforilacion en residuos tirosina
juega un papel importante en la regulacion de diversos procesos tales como
crecimiento, proliferacién, diferenciacion, metabolismo, transformacion vy

migracion celular dentro de las células (Fig. 12).

La desfosforilacion de proteinas es un importante mecanismo de modulacién
de las vias de senalizacion, es realizada por las proteinas fosfatasas
(PTPasas) *®. Es asi como el nivel de proteinas fosforiladas dentro de las

células es modulado por el balance PTPasas y PTCs.
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Proteina
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Membrana celular

Figura 12. Mecanismo general de los procesos de fosforilacion y desfosforilacion en
células eucariontes. (Fuente: www.scielo.cl/fbpe/img/rmc/v128n10/img18.gif)
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1. 8. Proteinas tirosina fosfatasas

Las PTPasas son responsables de la desfosforilacion de proteinas en residuos

tirosina, hidrolizando el fosfato de un residuo fosforilado.

ATP ADFP

Grupo fosfato unido al
aminoacido tirosina por la
PTC

H,0

Grupo fosfato hidrolizado del
aminoacido Tirosina por la
PTPasa

Figura 13. Regulacion de la Fosforilacién en Tirosina.

Se ha demostrado que las PTPasas y las PTCs estan involucradas en la
sobrevida, internalizacion y replicacion de los patégenos, afectando la
fosforilacién de moléculas en las células hospederas e interfiriendo en muchas

vias de transduccion de sefales 2.

La superfamilia de las PTPasas funciona de manera coordinada con las PTCs
para controlar las rutas de sefializacion que son la base de un amplio espectro

de procesos fisioldgicos fundamentales ©*),
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Todas las PTPasas poseen un dominio catalitico comun que consta de
aproximadamente de 250 aminoacidos que contienen 21 residuos constantes,
muchos de los cuales, se ha demostrado, que son esenciales 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 un aminoacido especifico y la X cualquier aminoacido) con una
estructura terciaria similar. La cisteina en esta secuencia es requerida para la
actividad catalitica y esta involucrada en la formacién del intermediario de

reaccion que es la fosforilenzima ©2.

Estas fosfatasas pueden ser caracterizadas por su sensibilidad a inhibidores
especificos de PTPasas como: el vanadato, molibdato, pervanadato, y pueden
presentar insensibilidad a inhibidores especificos de serina/treonina fosfatasas
como la caliculina y al acido okadaico. Una caracteristica esencial es la
propiedad de hidrolizar el p-nitrofenilfosfato y la pérdida total de la actividad por

mutacion de la cisteina del sitio activo ©2.
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1. 9. Inhibidores de PTPasas

Se sabe que las PTPasas son inhibidas por concentraciones micromolares de
molibdato de amonio, ortovanadato de sodio y tungstato de sodio, asimismo
son activadas por EDTA. Ademas estos inhibidores son incapaces de inhibir
proteinas fosfatasas de Ser/Thr (PS/TP), las cuales son inhibidas por el acido

okadaico, un inhibidor especifico de PS/TP (5439,

1. 9. 1. Vanadato

El vanadato (ortovanadato de sodio, NazVO,) es un potente inhibidor general
reversible de PTPasas, con valores de inhibicion a concentraciones de 10 a

100 uM.

El vanadio y el vanadato, han demostrado tener una variedad de efectos
bioldgicos y bioquimicos, ya que imitan acciones metabdlicas de la insulina in
vitro e in vivo, estimulando directamente la actividad de tirosina cinasa en
células intactas; y en sistemas purificados forman enlaces covalentes con

grupos hidroxil 4,

La afinidad de unién del vanadato por las PTPasas es de varias 6rdenes de

magnitud mayor que para el i6n fosfato .

El vanadato es considerado como un analogo del fosfato, pudiendo adoptar

una estructura similar al fosfato inorganico, ademas de una estructura trigonal
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bipiramidal, que semeja el estado de transicion para la hidrdlisis de la
fosfoenzima intermediaria en la reaccién de catélisis de las PTPasas. La
cristalografia de rayos X del complejo PTPasa-vanadato, muestra que la
molécula de vanadio ocupa el sitio activo con una distancia covalente del grupo
tiol del residuo catalitico de cisteina, formando un enlace éster tiol-vanadil que
asemeja la unién covalente tiol-fosfato formado durante la catélisis. De esta
manera, se considera que el vanadato es un inhibidor competitivo de las

PTPasas % 57,

El tratamiento prolongado de células con NazVO, pudiera inactivar
permanentemente las PTPasas, ya que el residuo de cisteina pudiera ser
oxidado directamente por el NazVO4 o indirectamente seguida la formacion

intracelular de pervanadato 8,

1. 9. 2. Pervanadato

El pervanadato (pV) es el término general que se da a una variedad de
complejos quimicos sintetizados, formados por la combinacion de vanadato y
peréxido de hidrégeno, los cuales son potentes inhibidores estables de
PTPasas en solucién acuosa y tienen mayor efecto inhibitorio que sus
contrapartes individuales. La mayoria de estos complejos presentan una forma
pentagonal bipiramidal en estado cristalino. Se sabe que estos componentes
tienen tambien una gran variedad de efectos biolégicos. Pueden activar el
receptor cinasa de la insulina e imitar la accion bioldgica de la insulina in vivo,

ademas tienen la capacidad de activar células del sistema inmune. % 69,
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Los pVs son conocidos por ser potentes agentes oxidantes y pueden inhibir
irreversiblemente las PTPasas por oxidacion del residuo catalitico de cisteina.
La oxidacién por la adicion de 2 oxigenos (acido sulfinico) o 3 oxigenos (acido

sulfonico) al sitio activo de cisteina es irreversible (58 49),

Debido a que el pervanadato mantiene la mitad vanadil, puede dirigirse y
acomodarse en el sitio catalitico PTPasa, oxidando al residuo de cisteina
mediante los grupos peroxo, los cuales son cruciales para su actividad

inhibitoria del reactivo %%

Los pVs son 1000 veces mas potentes que el vanadato como inhibidor de

PTPasas 9.
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1. 10. Participacion de las PTPasas en microorganismos patégenos

Las PTPasas han sido identificadas en bacterias tales como Salmonella y
Yersinia; En parasitos como Ascaris suum, Trypanosoma brucei y Entamoeba

histolytica (61, 62, 63, 64).

Trypomastigotes y amastigotes vivos de Trypanosoma cruzi poseen una ecto-
proteina con actividad de tirosina fosfatasa, optima a pH acido, como se ha
reportado por la habilidad de las células intactas por catalizar la desfosforilacion
de la proteina basica de mielina, fosforilada en el residuo tirosina, [*?P]

TyrRaytide ¢

Se ha demostrado que las PTPasas de Salmonella y E. histolytica actuan
sobre las proteinas de actina de células epiteliales afectando el rearreglo del
citoesqueleto % ®), Ademas las proteinas identificadas como proteina de
anclaje Cas y proteina de union Fyn (FYB) son proteinas desfosforiladas por
las PTPasas de Yersinia y estan asociadas con la interrupcion de complejos
focales ©®. También inhiben la fagocitosis y el estallido oxidativo en

macréfagos (¢,
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1. 11. PTPasas caracterizadas en Leishmania

Estudios realizados han sugerido que la PTPasa SHP-1 juega un papel
importante en la patogénesis de la infeccion con Leishmania a través de la

activacion de la PTPasa en macréfagos por Leishmania €3 679,

Las PTPasas han sido reportadas como factores de virulencia en diferentes
patdgenos. Otros estudios sugieren que las PTPasas juegan un papel
importante en la patogénesis de infecciones por Leishmania a través de la

activacion de macréfagos por las PTPasas del parasito 9,

En Leishmania major se han encontrado diferencias en la PTPasas asociadas
a membrana presentes en las etapas prociclica y metaciclica de los
promastigotes. En los promastigotes metaciclicos, la actividad de PTPasa fue
totalmente inhibida por inhibidores especificos de PTPasas e inhibidores de
serina /treonina, mientras que en promastigotes prociclicos la actividad de
PTPasa fue solamente inhibida con inhibidores de PTPasas. Ademas por
ensayos de Western-blot, identificaron una PTPasa de Leishmania de 55-60
kDa por medio de dos anticuerpos: un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
sitio catalitico de la PTPasa de placenta humana 1B; y un anticuerpo policlonal

dirigido contra la PTPasa de T. brucei ™.

Hasta la fecha pocos son los estudios que indican la presencia de PTPasa

asociada a la membrana de Leishmania. Sin embargo, no se conoce si esta
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enzima puede ser secretada al medio de cultivo, como se ha reportado en otros

microorganismos.
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2. JUSTIFICACION

La leishmaniasis es una enfermedad que engloba diversas formas clinicas

debidas a la variedad inmunogenética de los hospederos 2

y a la diversidad
de los parasitos que interactuan con las poblaciones humanas, los vectores y
los reservorios ™ ™). La ausencia de medidas terapéuticas efectivas para su
control, la toxicidad de las drogas utilizadas para el tratamiento de la
enfermedad, la frecuencia de la expresiéon de quimio-resistencia por parte de
los parasitos, la ausencia de un control efectivo de los vectores y el costo en
implementacion de medidas de profilaxis y de diagndstico preciso, han sido
determinantes en el repunte de la leishmaniasis cutanea; debido a ello, la
comprensiéon de la fisiologia del parasito y de su interaccion con las células

hospederas implicadas, constituye un reto fundamental para el disefio de

estrategias para el control efectivo de la enfermedad.

La leishmaniasis progresa desde el momento de la infeccidén, pasando por una
fase sintomatica hasta la fase de recuperacion o muerte del huésped. La
aparicion de cada fase es debida a la interaccién de moléculas especificas del

parasito con un compartimiento especifico del sistema inmune del hospedero.

Se sabe que Leishmania sp presenta PTPasas que pueden regular varias
funciones asociadas con la metaciclogénesis del parasito, asi como en la
internalizacion y replicacion del parasito en el macrofago (79 Ademas de que el
parasito es capaz de dafar la respuesta funcional del macréfago a través de la
activacién de la PTPasa SHP-1 del macréfago, que inhibe los eventos de

sefializacion de proteinas cinasas por mitégeno .
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Los resultados de los ultimos afios han demostrado que las PTPasas forman
una gran familia de enzimas, sometidas a una compleja regulacién, que van a
intervenir en el control de multiples rutas de sefializacion celular ", Ademas,
presentan una elevada especificidad de sustrato, llegando incluso a diferenciar

el lugar de fosforilaciéon que sera hidrolizado dentro de cada sustrato.

Debido a lo anterior y a la necesidad de conocer si promastigotes de
Leishmania mexicana secretan al medio de cultivo una enzima con actividad de
PTPasa, estamos interesados en buscar y analizar el tiempo 6ptimo de mayor
secrecion, la actividad catalitica, el peso molecular y la caracterizacidon
bioquimica de esta enzima (pH o6ptimo y el efecto que ejercen algunos
compuestos quimicos sobre su actividad enzimatica). Con el objetivo de
conocer a futuro la participacion de esta enzima en el proceso infectivo de
Leishmania mexicana en células (macréfagos) de su hospedero y de esta
forma, con el conocimiento de su posible funcién, ayudar al desarrollo de

estrategias para el control de la Leishmaniasis.
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3. HIPOTESIS

Promastigotes de Leishmania mexicana secretan al medio de cultivo una

enzima con actividad de proteina tirosina fosfatasa.

4. OBJETIVO

4. 1. Objetivo General

Identificar y caracterizar la proteina tirosina fosfatasa de secrecion de

Leishmania mexicana.

4. 2. Objetivos Particulares
1. Determinar el tiempo 6ptimo de crecimiento de promastigotes de
Leishmania mexicana para la secrecion de la fosfatasa al medio de cultivo

RPMI modificado.

2. Determinar el tiempo 6ptimo de secrecion de la PTPasa por promastigotes

de Leishmania mexicana en el medio de cultivo RPMI modificado.

3. Determinar el pH 6ptimo para la actividad de fosfatasa secretada por

promastigotes de Leishmania mexicana.
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4. Deteccion por Western-blot de la PTPasa de secrecion utilizando un
anticuerpo a-PTPasa 1B de placenta humana y un anticuerpo a-Try AcP

115 Trypanosoma brucei.

5. Caracterizar la PTPasa de secrecion utilizando inhibidores especificos de

PTPasa (ortovanadato de sodio, molibdato de amonio, pervanadato), e

inhibidores de serina/treonina fosfatasa (Calyculina y Acido Okadaico).
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5. METODOLOGIA

5. 1. Cultivo de parasitos

Promastigotes de Leishmania mexicana de la cepa MHOM/MX/92/UADY68
donadas por el Dr. Fernando Andrade (Centro de Investigaciones Regionales
Dr. Hideyo Noguchi de la Universidad Auténoma de Yucatan), se crecieron en
medio RPMI 1640 (Bio Whittaker) con 5 % de suero fetal de bovino (SFB)
(GIBCO) inactivado con calor en un bano Maria a temperatura de 56° C
durante 1 h. Los parasitos fueron cultivados con un inoculo inicial de 1x10°
parasitos/ml en botellas de cultivo con un volumen de 30 ml de medio RPMI con

5% de SFB y se incubaron a temperatura constante de 26° C durante 96 h.

5. 2. Colecta de parasitos

Para determinar el tiempo en que el cultivo de promastigotes se encontraba en
su momento 6ptimo de crecimiento para la secrecion de la fosfatasa, se analizé
la actividad de fosfatasa secretada en diferentes tiempos de crecimiento (24,
48, 72, 96 h) con la finalidad, de que, a los cultivos posteriores, se les hiciera
en ese tiempo determinado, un cambio de medio de RPMI al 5% de SFB a
medio RPMI modificado 1640 (1X) (con L-Glutamina, sin carbonato de sodio,
sin tirosina, sin fosfato dibasico de sodio y sin rojo de fenol) (In vitro) para
iniciar posteriormente una cinética de secrecionde 1, 3,5y 7 h.

A las 24, 48, 72 y 96 h de cultivo, se tomé una alicuota de una de las botellas,

se realizd conteo de los parasitos en una camara de Neubauer, para saber que
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cantidad de parasitos se tenian en total en las botellas, ya que la cantidad
optima de parasitos para hacer el pase al medio RPMI modificado, fue de 3 x

10° parasitos.

Los parasitos en medio de cultivo RPMI con 5% de SFB de todas las botellas,
fueron centrifugados a 3400 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.
Terminada la centrifugacion, se elimind el sobrenadante que correspondia al
medio RPMI con 5 % de SFB vy el “pellet” se resuspendié con 40 ml de medio
RPMI modificado. Se hicieron lavados con este medio, hasta llevar todos los
‘pellets” a un solo tubo. Se centrifugd nuevamente este tubo a 3400 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente. Terminada la centrifugacion, se
elimind el sobrenadante y el “pellet” se resuspendié nuevamente en 40 ml de

medio RPMI modificado.

Se tomo una alicuota para realizar un segundo conteo de los parasitos para
conocer cuantos se tenian en el tubo. Se ajusto una botella por cada tiempo
(24, 48, 72 y 96 h) a 4.3 x 108 parasitos en 10 ml de medio RPMI modificado
para realizar la cinética de secrecion de fosfatasa durante 5 h. Las botellas se
etiquetaron, se colocaron en agitacion y se incubaron a temperatura constante

de 26° C.

Cuando cada una de las condiciones (24, 48, 72 y 96 h) cumpli6 el tiempo de 5
h de secrecion, el medio RPMI modificado con los parasitos y la fosfatasa de
secrecion, se pasaron a un tubo de 15 ml (en condiciones de esterilidad) y se

centrifugdé a 3400 rpm durante 10 minutos a 4° C. El sobrenadante se decanto
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en otro tubo y a los parasitos (pellet) se les determiné su viabilidad por

citometria de flujo.

El sobrenadante se centrifugé a 12000 rpm durante 15 minutos a 4° C y
posteriormente se colocd en un sistema de concentracién por ultrafiltracion
Amicon (Millipore), mediante una membrana (Millipore) con un diametro de
poro de 44.5 ym, activada con metanol-agua al 30%, el medio RPMI
modificado con la enzima secretada, se concentré 10 veces su volumen inicial
a 4° C. Terminada la concentracion por Amicon, la muestra se almaceno a -70°

C.

Este medio condicionado, producto de la incubacion de promastigotes, se
utilizé como fuente de enzima para determinar a que tiempo (24, 48, 72, 96 h)
el cultivo de promastigotes presentd su mayor actividad de fosfatasa. Con en
base a esto se encontrd el tiempo 6ptimo de crecimiento del cultivo para la

secrecion de la fosfatasa.

5. 3. .Obtencién de la PTPasa secretada por promastigotes de Leishmania
mexicana

Después de haber determinado el tiempo 6ptimo de crecimiento (96 h) de los
promastigotes para la secrecién de la fosfatasa, nuevamente se cultivaron
iniciando con 1x10° parasitos/ml en botellas de cultivo con un volumen de 30 ml
de medio RPMI al 5% de SFB cada una, en condiciones de esterilidad y se

incubaron a temperatura constante de 26° C durante 96 h.

48



Héctor Daniel Pardavé Alejandre

Posteriormente se tomo6 una alicuota de una de las botellas, se realizé un
conteo de los parasitos en una camara de Neubauer, para saber que cantidad
de promastigotes se tenian en total en todas las botellas, ya que la cantidad
optima de parasitos para hacer el pase al medio RPMI modificado, fue de 3 x

10° parasitos.

Los promastigotes en medio de cultivo RPMI con 5% de SFB de todas las
botellas, fueron centrifugados a 3400 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente. Terminada la centrifugaciéon, se elimind el sobrenadante que
correspondia al medio RPMI con 5 % de SFB vy el “pellet” se resuspendié con

40 ml de medio RPMI modificado.

Se hicieron lavados con este medio, hasta llevar todos los “pellets” a un solo
tubo (todo fue realizado en condiciones de esterilidad). Se centrifugd

nuevamente este tubo a 3400 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.

Terminada la centrifugacién, se elimind el sobrenadante y el “pellet” se
resuspendido nuevamente en 40 ml de medio RPMI modificado. Se tomé6 una
alicuota para realizar un segundo conteo de los parasitos para saber cuantos
se tenian en el tubo. Cuatro botellas de cultivo se ajustaron a 4.3 x 10°
parasitos en 10 ml de medio RPMI modificado por cada tiempo (1, 3, 5y 7 h)
para realizar la cinética de secrecion. Las botellas se etiquetaron, se colocaron
en agitacién y se incubaron a temperatura constante de 26° C hasta que se

cumplio cada tiempo (1, 3, 5y 7 h).
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Cumplido el tiempo de cada condicion, el medio RPMI modificado con los
parasitos y con la PTPasa de secrecion, se pasé a un tubo de 15 ml (en
condiciones de esterilidad) y se centrifugd a 3400 rpm durante 10 minutos a 4°

C.

Posteriormente, el sobrenadante se decantd en otro tubo y a los parasitos
(pellet) se les determind su viabilidad por citometria de flujo. ElI sobrenadante

se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4° C.

Finalizada la centrifugacion, el sobrenadante que correspondia al medio RPMI
modificado con la enzima secretada, se concentré 10 veces su volumen inicial

a 4° C en el sistema de concentracion por ultrafiltracion Amicon.

Terminada la concentracién por Amicon, la muestra se pasé por una columna
con resina (Sephadex) para retener el fosfato (PO,™) intrinseco presente en la
muestra. Por ello se centrifugd la columna con la muestra a 1500 rpm a 4° C. El
sobrenadante se almaceno a -70° C. Este medio condicionado, producto de la
incubacion de promastigotes, se utiliz6 como fuente de enzima para todos los

siguientes ensayos.
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5. 4. Método de viabilidad de promastigotes de Leishmania mexicana por
citometria de flujo

Por intereses del laboratorio surgié la necesidad de encontrar y montar una
técnica adecuada para observar la viabilidad de los promastigotes de L.
mexicana cuando estos se encontraban en cultivo y después de secretar la
PTPasa y que comprobara que la enzima presente en el medio de cultivo, era
producto de la secrecién del parasito y no el resultado de la lisis del mismo. Es
por ello que se estandarizé esta técnica basandonos en el método descrito por

Sasaki y colaboradores (.

Las diferentes condiciones sometidas a secrecion, después de cumplirse el
tiempo (1, 3, 5y 7 h), se centrifugaron a 3400 rpm durante 10 min a 4° C para
retirar el sobrenadante (que contiene la enzima secretada) y los “pellets”
(promastigotes) de los diferentes tiempos se utilizaron para realizar la prueba
de viabilidad por citometria de flujo. El precipitado de cada tiempo, contenia
aproximadamente 430 millones de parasitos, de los cuales solo se utilizaron 2
millones, que fueron incubados 10 min en 50 pl de HEPES Ca'. Se
adicionaron 2 ul de Anexina V-FITC (BD Bioscience) y 1ul de loduro de
propidio (IP) (Sigma) a una concentracién de [1mg/ml]. Se incubé 10 min a
temperatura ambiente en ausencia de luz. Se adicionaron 500 ul de HEPES
Ca*. Las muestras se analizaron en un citdémetro de flujo (FAC Sort Becton
Dickinson) y la viabilidad se midié por la exclusion del loduro de Propidio (IP) y

Anexina V'como el porcentaje de eventos Anexina V'/ IP".
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5. 5. Determinacion de la actividad de fosfatasa acida

La actividad de fosfatasa fue medida mediante la desfosforilacion del p-
nitrofenil fosfato 0.1 M (p-NPP) (SIGMA) la cual se determind en medio
condicionado después de haber incubado los promastigotes en diferentes
tiempos (24, 48, 72, 96 h) y (1, 3, 5, 7 h) como se describié anteriormente y
utilizando medio RPMI como control. La técnica consistio en colocar en una
placa de 96 pozos de fondo céncavo, 120 ul de mezcla de reaccion con el
siguiente orden: 70 pl de solucion amortiguadora de acetato de sodio
(CH3COONa) (MERCK) 0.2 M a pH de 5.0; 20 ul de cada muestra. La reaccion
se inicio con la adicion de 10 pl del sustrato p-NPP. Posteriormente se incubo a
37° C por 60 minutos en una estufa y la reaccion se terminé con la adicién de
20 ul NaOH 2N. Para analizar el p-Nitrofenol (pNP) generado, el cual es
producto de la hidrolisis del p-NPP, se leyé a 405 nm en el espectrofotometro
(Bio—Tek Instruments, EL 312e). Cada condicidén se realizé por duplicado. El

medio RPMI se utiliz6 como blanco (BCO).

5. 6. Determinacion de la actividad de proteina tirosina fosfatasa

Se analizé la actividad de proteina tirosina fosfatasa en medio RPMI modificado
después de haber incubado los promastigotes por diferentes tiempos (1, 3, 5y
7 h) como se describio anteriormente, utilizando un Kit de PROMEGA
especifico para PTPasa, el cual contiene un péptido END p (Y) INASL (1118
kDa). Se us6 en un amortiguador de acetato de sodio 0.2 M a pH 5.0. Se

realizé una curva estandar de fosfatos utilizando un stock de fosfato estandar 1
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mM a diferentes concentraciones (500, 1000, 2000, 3000 y 4000 picomoles).
Se incubaron las muestras de L. mexicana (1, 3, 5, 7 h y medio solo RPMI
modificado) libres de fosfatos con 5ul de sustrato en un volumen total de
reaccion de 100 uym, por 15 min. Se detuvo la reaccion con 50 ym de Dye
additive/Dye solution. Posteriormente se leyo en el lector de ELISA a 630 nm

utilizando el Programa KC4 v 2.7.

5. 7. Determinacioén del pH éptimo

Se realizd un ensayo de cinética de pH de la actividad de fosfatasa con
amortiguador de acetato de sodio 0.2 M, y con amortiguador de Trizma 10 mM
(C4H11NOs3) (SIGMA). La técnica consistié en colocar 10 pyl del medio de cultivo
(RPMI modificado) de 5 h, en una placa de ELISA de 96 pozos de fondo
céncavo; 120 ul de mezcla de reaccién con el siguiente orden: 80 ul de
solucion amortiguadora de acetato de sodio 0.2 M a pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5y 80 pnl
TRIZMA 10 mM a pH 6.0, 6.5y 7.0; 10 ul de la muestra de 5 h. La reaccién se
inicio con la adiciéon de 10 pl del sustrato p-NPP. Posteriormente se incubo a
37° C por 60 minutos en una estufa y la reaccion se detuvo con la adicion de 20
ul NaOH 2 N. Para analizar el p-Nitrofenol (pNP) generado, el cual es producto
de la hidrdlisis del p-NPP, se leyé a 405 nm en espectrofotometro (Bio—Tek
Instruments, EL 312e). Cada condicion se realizé por duplicado. El medio RPMI

se utilizé como blanco (BCO).
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5. 8. Identificacion de la PTPasa de secrecion, por ensayos de Western-
blot, utilizando un anticuerpo monoclonal a-PTPasa 1B de placenta
humana y un anticuerpo a-Try AcP 115 de Trypanosoma brucei

Se corrieron geles de poliacrilamida al 10 % colocando 10 pyl de muestra
concentradas por Amicon, correspondientes a los tiempos de 1, 3,5, 7 hy MS
(medio solo RPMI) y precipitadas en 900 ul de acetona. Uno de los geles se
tind con plata Ag para observar el perfil de proteinas presentes. Otros dos
geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se identificaron por
inmunoelectrotransferencia utilizando el anticuerpo monoclonal a-PTPasa 1B
de placenta humana, anticuerpo dirigido hacia el dominio catalitico de la
PTPasa de organismos eucariontes superiores; y el anticuerpo policlonal a-Try
AcP 115, un anticuerpo dirigido contra una PTPasa de Trypanosoma brucei y

posteriormente se revelaron por quimioluminiscencia.

5. 9. Efecto de algunos agentes quimicos en la actividad de fosfatasa
acida

En el medio condicionado con actividad de PTPasa y utilizando el tiempo
optimo de 5 h, se analiz6 el efecto de varios compuestos quimicos reportados
como inhibidores de PTPasas (Ortovanadato de sodio 200 uM, Molibdato de
amonio 200 yM, Pervanadato 50 uM) e inhibidores de serina/treonina fosfatasa
(Caliculina 5nM y Acido okadaico 1 pM). Se incubd la muestra de 5 h a
temperatura ambiente con los inhibidores por 15 min. La actividad de PTPasa

presente, se determino por el método descrito anteriormente en la seccién 5.5.
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5. 10. Analisis estadistico

Se analizaron las diferencias estadisticas entre grupos con la prueba no
paramétrica U-Mann Whitney, tomando los valores significativos cuando la p<
0.05. Se utilizé el programa Statistical Package for the Social Sciencies (SPSS)

Version 12.
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6. RESULTADOS

6. 1 Secrecion de la PTPasa por promastigotes de Leishmania mexicana

6. 1. 1. Tiempo 6ptimo de crecimiento de promastigotes de Leishmania
mexicana para la secrecion de la fosfatasa

Se analizé la actividad de fosfatasa secretada en los diferentes tiempos de
crecimiento (24, 48, 72 y 96 h) utilizando como sustrato el p-NPP a 0.1M.
Encontramos diferencias significativas en la actividad de fosfatasa acida en la
mayoria de los tiempos analizados, principalmente entre las 96 h con los
demas. Observamos que la mayor actividad de fosfatasa secretada se presento

en este tiempo de 96 h (Figura 14).

D.O. (405 nm/ 430 x 10° promastigotes)

24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 14. Tiempo 6ptimo de crecimiento de promastigotes de Leishmania mexicana
para la secrecion de fosfatasa. La figura representa la media de 3
experimentos realizados por duplicado. ¢ p < 0.05. ¥ p < 0.05. ¢ p<0.05. A p<
0.05. # p < 0.05.
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Posteriormente los parasitos se tomaron en este tiempo de crecimiento (96 h),
se lavaron y se incubaron en un medio RPMI modificado. Observamos que una
proteina con actividad de fosfatasa (Figura 15A) es secretada a los diferentes
tiempos (1, 3, 5, y 7 h) donde se sometieron los parasitos a secrecion en el
medio de cultivo, siendo el tiempo de 7 h, el de mayor actividad. Encontramos
diferencias significativas en la actividad de fosfatasa acida secretada entre los
distintos tiempos, principalmente entre el tiempo de 7 h con los demas. Por lo

tanto, la actividad de fosfatasa se incrementa con el tiempo.
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Figura 15A. Tiempo 6ptimo de la actividad de fosfatasa de secrecion de Leishmania
mexicana. La figura representa la media de 3 experimentos realizados por
duplicado. e p < 0.05. ¥ p < 0.05. ¢ p<0.05. 4 p<0.05. & p<0.05. « p<0.05.

Se analiz6 también la actividad de PTPasa (Figura 15B), a los diferentes
tiempos (1, 3, 5, y 7 h) donde se observd que es secretada una proteina con

actividad de PTPasa, siendo a las 5 h el tiempo Optimo para su secrecion. No
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se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tiempos, es por
ello que escogimos este tiempo de 5 h de secrecidén, ya que fue donde se

observo el mayor promedio de la actividad de PTPasa.
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Figura 15B. Tiempo o6ptimo de la actividad de PTPasa de secrecion de Leishmania
mexicana. La figura representa la media de 3 experimentos realizados por
duplicado. No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes

tiempos. p > 0.05.

6. 1. 2. Viabilidad de promastigotes de Leishmania mexicana por
citometria de flujo

Durante el tiempo de incubacion (1, 3, 5y 7 h) de los promastigotes en medio
de cultivo RPMI, se verificd la viabilidad de estos por el método de citometria
de flujo. El porcentaje de viabilidad en los diferentes tiempos fue de 90 al 96%,
lo cual nos puede indicar que la actividad de PTPasa era producto de la
secrecion de una proteina con actividad de PTPasa y no de la lisis del parasito.

(Figura 16).
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Figura 16. Viabilidad de promastigotes de Leishmania mexicana por citometria de flujo.
La figura representa la media de 3 experimentos realizados por duplicado.

6. 2. Caracterizaciéon de la PTPasa de secrecion de promastigotes de
Leishmania mexicana

6. 2. 1. Determinacion del pH 6ptimo

Con el fin conocer las condiciones 6ptimas de pH para actividad de fosfatasa
se realizd una curva con acetato de sodio 0.2 M y Trizma 10 mM a diferentes
pHs comprendiendo un rango de pH 4 a pH 7, empleando como fuente de
fosfatasa, el medio de cultivo RPMI de 5 h de incubacion con los promastigotes
de Leishmania mexicana. Como se muestra en la figura 17, al variar el pH del
amortiguador, se pueden observar diferencias significativas entre pH 5.0
(donde se presentd la mayor actividad de la enzima cuando se utiliza como
sustrato el p-NPP a 0.1M) con los demas pH, a excepcién, del pH 4.5 donde no

se observan diferencias significativas con el pH éptimo de 5.0.
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Fig. 17. Determinaciéon de pH 6ptimo para la actividad de fosfatasa de secrecién de
Leishmania mexicana. La figura representa la media de 3 experimentos
realizados por duplicado. e p < 0.05. v p < 0.05. ¢ p<0.05. A p<0.05. £ p<
0.05. * p<0.05. + p<0.05.#p < 0.05. £ p < 0.05. ® p <0.05.

Para el pH o6ptimo de la actividad de PTPasa fue dificil obtener un resultado

satisfactorio, por lo tanto, el que se obtuvo no fue incluido en la tesis.
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6. 2. 2. Analisis electroforético de las proteinas de secrecion de
Leishmania mexicana

Se ha descrito que Leishmania secreta proteinas al medio de cultivo, por lo
cual se analizo, por electroforesis en geles de poliacrilamida el patrén de dichas

proteinas secretadas.

En la figura 18 se muestra el analisis electroforético en un gel al 10% tefnido
con plata (Ag) del medio de cultivo condicionado a los diferentes tiempos de
secrecion (1, 3, 5y 7 h) asi como el control del medio solo. Se observaron
varias proteinas secretadas en el medio de cultivo, donde se aprecia el
enriquecimiento de una proteina de alrededor de 55 kDa en el tiempo de
secrecion que presentd mayor actividad de PTPasa (5 h) a diferencia del medio

control donde no se observo ninguna proteina.

kDa

108
98

54

Medio solo
1h
3h
5h

7h

S ERY NP

Figura 18. Analisis en gel SDS-PAGE de los diferentes tiempos de secreciéon de
Leishmania mexicana teiido con plata.
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6. 3. Inmunodeteccioén de la PTPasa de secrecion de Leishmania mexicana
por ensayos de Western - blot con un anticuerpo monoclonal anti -
PTPasa 1B de placenta humana y un anticuerpo policlonal a-Try AcP 115
de Trypanosoma brucei

Existen reportes los cuales mencionan que las PTPasas de eucariontes
superiores poseen un sitio catalitico altamente conservado. Ademas existen
anticuerpos monoclonales y policlonales que reconocen este sitio catalitico en
extracto de parasitos . Con la finalidad de analizar si el medio condicionado
donde se detectd la actividad de PTPasa, pudiera encontrarse una molécula
que compartiera epitopes con la PTPasa 1B y la Try AcP 115, se corrieron
geles de poliacrilamida con muestras de medio condicionado del tiempo 5 h
asi como el control del medio solo, precipitadas con acetona. Posteriormente
las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la cual se

reveld con el anticuerpo monoclonal a-PTPasa 1B de placenta humana y un

anticuerpo policlonal a-Try AcP 115 de Trypanosoma brucei. (Figura 19).
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Figura 19. Identificacion de la PTPasa de secrecion de Leishmania mexicana por
inmunoelectrotransferencia con un anticuerpo monoclonal a- PTPasa 1B de
placenta y un anticuerpo policlonal a-Try AcP 115 de Trypanosoma brucei
humana en los diferentes tiempos de secrecion.

Los resultados por inmunoelectrotransferencia permitieron observar que el
anticuerpo monoclonal (a-PTPasa 1B de placenta humana), en el carril 1 y el
anticuerpo policlonal (a-Try AcP 115 de Trypanosoma brucei) en el carril 2 que
corresponden al medio proveniente de 5 h de incubacion con los parasitos y
donde se encontrd la mayor actividad de PTPasa, reconocieron una molécula
de alrededor de 50 kDa (Figura 19). Estos datos confirman que la PTPasa
secretada por promastigotes de Leishmania mexicana, comparte epitopes con

las PTPasas de eucariontes superiores.
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6. 4. Efecto de inhibidores especificos de PTPasas

Siguiendo con la caracterizacion de la enzima, se utilizaron inhibidores
especificos para PTPasas: ortovanadato de sodio 200 uM, molibdato de
amonio 200 puM vy pervanadato 50 pM, e inhibidores especificos de
serina/treonina fosfatasas: caliculina 5 nM y acido okadaico 1 uM (Figura 20),
para conocer el patrén de sensibilidad y/6 resistencia hacia estos compuestos.
Se observo alrededor de un 64% de inhibicion de la actividad de PTPasa,
presente en la condicion de 5 h, con los inhibidores especificos de PTPasa. Por
otro lado, se observo alrededor de un 7% de inhibicion de la actividad de
PTPasa con los inhibidores especificos de serina/treonina fosfatasa. Se
observan diferencias significativas en la actividad relativa de la enzima, entre
cada uno de los inhibidores especificos de PTPasas con los inhibidores

especificos de PS/TP, pero no entre inhibidores del mismo grupo.
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Figura 20. Efecto de los inhibidores especificos de proteinas tirosina fostatasa y de
serinal/treonina fosfatasa en la actividad de la PTPasa de secrecion de

Leishmania mexicana. B Inhibidores especificos de PTPasas. B Inhibidores
especificos de PS/TP. La figura representa la media de 3 experimentos
realizados por duplicado. e p < 0.05. ¥ p < 0.05. ¢ p <0.05. 4 p<0.05. & p <
0.05. < p < 0.05.
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Inhibidores Concentracion % Actividad % de Inhibicion
Relativa
Ninguno 0 100 0
Inhibidores de PTPasas
Ortovanadato de 200 uM 36 = 13.05 64 +£13.05

Sodio

Molibdato de 200 uM 34 +11.83 66 + 11.83
amonio

Pervanadato 50 uM 39 +£16.51 61+ 16.51

Inhibidores de serina/treonina fosfatasas

Caliculina 5nM 98 + 16.38 2+10.40

Acido Okadaico 1uM 105+ 17.40 -5+£742

Tabla 1. Efecto de inhibidores especificos sobre la actividad de fosfatasa de secrecién
de promastigotes metaciclicos de Leishmania mexicana utilizando p-NPP como sustrato.
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7. DISCUSION

Leishmania es un parasito protozoario intracelular, del cual se conocen varias
moléculas que contribuyen a la evasion de la respuesta inmune, dentro de
estas moléculas estan las asociadas a la membrana como el LPG y la gp63. El

LPG participa como factor de virulencia > )

y dentro del macréfago inhibe la
proteina cinasa C (PKC) y el estallido oxidativo, asi como la fusiéon fagosoma-
endosoma “9. La gp63 es proteoliticamente activa contra un numero de
sustratos y por lo tanto, esta posiblemente involucrada en la degradacién de
macromoléculas del hospedero y puede proteger al promastigote de la
actividad microbicida del macréfago ®®. Hasta la fecha las moléculas mas

estudiadas en Leishmania se encuentran asociadas a la membrana y se sabe

poco sobre las proteinas solubles que este parasito presenta.

En parasitos intracelulares como son: Plasmodium spp, Toxoplasma spp Yy
Theileria spp se ha encontrado que presentan rutas de secrecion en las cuales,
distintos tipos de proteinas son llevadas a organelos de secrecién. Estas
moléculas pueden ser secretadas desde estos organelos secretores hasta el
exterior del parasito, asi como también dentro de las células hospederas

infectadas por dichos parasitos 2.

Las proteinas tirosina fosfatasas son algunas de las proteinas secretadas con
actividad enzimatica, las cuales se han asociado con la virulencia de varios
microorganismos entre los que se encuentran: Yersinia spp, Mycobacterium

(61,62)

spp y Salmonella spp . En el caso de Yersinia, la PTPasa que secreta, es
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conocida como YopH, que es codificada por plasmidos de virulencia de la
bacteria. Un mecanismo utilizado por esta bacteria para evadir las defensas del
hospedero, es bloquear la fagocitosis de macréfagos, mediante su capacidad
para modular los eventos de fosforilacién en tirosina. Una vez en contacto con
la célula, la bacteria secreta la YopH, la cual se transloca a través de la
membrana plasmatica al interior de la célula, interactuando y desfosforilando
proteinas asociadas al citoesqueleto. Se ha observado ademas, que inhibe el

estallido respiratorio de macréfagos 9% 94,

En parasitos se han estudiado algunas PTPasas, por ejemplo: los trofozoitos
secretan fosfatasas acidas con actividad de PTPasa, al medio de cultivo. En
células HelLa provoca alteraciones en el citoesqueleto, debido a la destruccién

de las fibras de actina .

En leishmaniasis, las PTPasa modulan la respuesta inmune a través de la
activacién de la PTPasa SHP-1 del macréfago que inhibe los eventos de

sefalizacion de proteinas cinasas activadas por mitégeno 9.

Recientemente nuestro grupo reporté que promastigotes de Leishmania major
presentan PTPasas asociadas a membranas . Ademas, recientemente se
cloné una PTPasa en Leishmania donovani ®®. Sin embargo hasta la fecha no
se sabe si este parasito pueda secretar al medio de cultivo fosfatasas con

actividad de PTPasa.
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Debido a lo anterior el objetivo de este trabajo fue analizar si promastigotes de
Leishmania mexicana secretaban una PTPasa al medio de cultivo. Para lo cual
se encontrd, que el tiempo 6ptimo de mayor secrecién de la enzima en el
cultivo de los promastigotes de Leishmania mexicana, ocurrié entre las 72 y 96
h. En este intervalo de tiempo se observé que los parasitos se encontraban en
su fase estacionaria, determinada por: el pH del medio de cultivo y la
morfologia de los parasitos. El pH fue determinado por el cambio de color del
medio de cultivo ya que éste presenta un indicador que cambia de color de rojo
a amarillo cuando esta en condiciones acidas. La morfologia de los parasitos
que se observd al microscopio fue la siguiente: los promastigotes presentaron
un cuerpo celular corto, estrecho y un flagelo dos veces o mas largo que le
cuerpo celular ®. Por lo tanto se selecciono las 96 h como tiempo optimo para
colectar a los promastigotes e incubarlos para la secrecion de fosfatasa acida
en medio modificado. Se utilizé este medio modificado el cual fue RPMI libre de
fosfatos y libre de rojo de fenol para que no interfiriera con el método
colorimétrico utilizado para la deteccion de la actividad de PTPasa.
Observamos que el tiempo 6ptimo de incubacion para la secrecion de la
fosfatasa acida en esta condicion, ocurrié a las 7 h, este tiempo de incubacién
no afectd la viabilidad de los promastigotes. También se encontré que la
actividad de PTPasa fue secretada en un tiempo 6ptimo de 5 h de cultivo en
este medio modificado. Esto se analizé porque se ha reportado, que algunas
fosfatasas acidas pueden presentar adicionalmente una actividad de
PTPasal®. Por otra parte se sabe que la actividad de fosfatasa puede
incrementarse con la edad del cultivo mientras que la actividad de PTPasa

puede presentarse en cultivos tempranos ®?. Respecto a la sintesis y
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secrecion de PTPasas en Leishmania no se conoce mucho, existen reportes de
que la fosfatasa acida secretada en Leishmania donovani puede ser detectada
a los 20 minutos de haberse sintetizado. Otros experimentos muestran que los
niveles de actividad de fosfatasa acida extracelular se incrementan en paralelo
con el crecimiento de promastigotes in vitro. Esto indica que la enzima es
liberada de los promastigotes por un proceso secretor constitutivo. La liberacién
de fosfatasa acida ha sido observada en otras especies del parasito, sugiriendo

que esta ruta se extiende en el género Leishmania (%6),

Se sabe que promastigotes de Leishmania spp, con la excepcién de
Leishmania major, secretan fosfatasas acidas al medio, a través del bolsillo
flagelar, el cual es su 6rgano secretor ®®. En el laboratorio encontramos que
Leishmania major posee una PTPasa asociada a membrana por lo que
estabamos interesados en analizar si promastigotes de L. major secretaban
esta enzima al exterior. Nuestros datos fueron muy semejantes a los
reportados, no encontramos la secrecion de PTPasas al medio de cultivo por
promastigotes de L. major, hasta la fecha no se sabe a que se debe esta

inhibicion de la secrecidon de esta enzima en esta especie de Leishmania.

Debido a que la presencia de la enzima en el medio de cultivo, podria ser
resultado de las lisis de los parasitos durante la incubacién y/o la centrifugacion
del medio; ya que existen reportes de la presencia de PTPasas asociadas a la
membrana de promastigotes de Leishmania major ", se analizé la viabilidad
de los promastigotes por citometria de flujo, donde se observé que entre un 96-

90% de los parasitos durante la incubacion se encontraban viables, por lo que
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la actividad presente en el medio era producto de la secrecién y no de la lisis

del parasito.

Siguiendo con la caracterizacion de la enzima de secrecidn, se sabe que una
de las caracteristicas de las fosfatasas, es que llevan a cabo su funcion en
condiciones acidas. El rango de pH reportado para las fosfatasas de otros
microorganismos e inclusive para otras especies de Leishmania como L.
donovani, es acido, ya que se ha observado una actividad de fosfatasa acida
de pH 5.0 en una enzima asociada a la membrana de promastigotes @6 Se
conoce que promastigotes de Leishmania major tienen una proteina asociada a
membrana con actividad de fosfatasa, ya que promastigotes prociclicos
presentan esta actividad acida a un pH o6ptimo de 5.0 y promastigotes
metaciclicos presentan esta actividad a un pH optimo de 6.0 ™", Esto
concuerda con nuestros resultados, ya que se observo la actividad de fosfatasa
de una proteina de secrecidon en condiciones acidas, que presento su actividad
oOptima a un pH acido de 5.0. Estos resultados podrian establecer que, la
proteina que presenté esta actividad de fosfatasa a un pH acido, es el resultado
de la secrecion de la enzima al medio de cultivo, al igual que como se reportd
en otro parasito como E. histolytica, donde se determiné el pH 6ptimo de una
fosfatasa acida de secrecion en un rango de pH entre 4.5 y 5.0, distinto al pH
optimo entre 5.0 y 5.5 que se ha reportado en la enzima asociada a la
membrana de este parasito y que es similar al de fosfatasas acidas de
secrecion de Leishmania spp. y otros microorganismos como Mycoplasma

fermentans 'y Coxiella burnetii 9.
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El peso molecular (PM) reportado para fosfatasas acidas de secrecion oscila
entre los 50 y 60 kDa. Sin embargo en otros microorganismos como
Mycobacterium spp, se han encontrado PTPasas de secrecion de PM de 30
kDa, en Salmonella spp, la SptP de 56 kDa (98) y en Yersinia spp, la YopH de
51 kDa ®'. Nosotros encontramos que el PM de esta enzima es
aproximadamente de 50-55 kDa, el cual esta presente en el tiempo 6ptimo de
secrecion de 5 h para la actividad de PTPasa. El reconocimiento de la enzima
de secrecion, la cual comparte dominios con la PTPasa de eucariotes
superiores, sugiere fuertemente que este epitope puede también estar presente
en la PTPasa de L. mexicana. En parasitos tales como T. brucei, A. suum, E
histolytica y L. major, se han reportado caracterizaciones preliminares de la
presencia de una proteina de 55 kDa que fue reconocida por la reaccion
cruzada con el anticuerpo monoclonal, contra el dominio catalitico de la
PTPasa 1B de placenta humana ©®”. También se tiene reportado que el
anticuerpo policlonal dirigido contra la PTPasa de T. brucei detectd una
proteina de 55-60 kDa en promastigotes prociclicos y metaciclicos de L. major
") Ademas de que el PM (50-55 kDa ) que presenta la PTPasa de L.

mexicana es similar al de otras PTPasas de bacterias y protozoarios ¢4,

Actualmente el uso de inhibidores o activadores especificos han sido utilizados
para la caracterizacién preliminar de fosfatasas acidas como las PTPasas y
proteinas serina fosfatasas (PS/TP) y ha servido como una herramienta para

87.88)  Por lo

conocer mas las caracteristicas bioquimicas de esta enzima %8¢
tanto, el efecto de varios compuestos inhibidores, fue probado en la actividad

de esta enzima. Las PTPasas que desfosforilan residuos tirosina y las que
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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
ortovanadato de sodio y molibdato de amonio ©®487#9), Estos compuestos son
incapaces de inhibir proteinas de serina/treonina las cuales son susceptibles a
concentraciones nanomolares de acido okadaico y concentraciones

micromolares de calyculina 4%,

La actividad de fosfatasa de secrecion de L. mexicana fue inhibida por
concentraciones micromolares de inhibidores de PTPasas como ortovanadato
de sodio en un 64 %, por molibdato de amonio en un 66 % y por pervanadato
en un 61 %, en comparacién con los inhibidores de serina/treonina fosfatasa en
concentraciones nanomolares como la caliculina que inhibié la actividad de la
enzima en un 8 % y acido okadaico en concentraciones micromolares que la
inhibié en un 5 %. Estos datos reflejan un tipo de inhibicion parcial por ambos
grupos de inhibidores, sugiriendo que posiblemente puede tratarse de un tipo
de PTPasa atipica. Este patron de inhibicién es diferente al observado en la
PTPasa de membrana de promastigotes metaciclicos de L. major, donde la
actividad de PTPasa fue inhibida al 100 % por concentraciones micromolares
de inhibidores especificos de PTPasas (ortovanadato de sodio, molibdato de
amonio y tungstato de sodio) y por concentraciones nanomolares de
inhibidores de serina/treonina fosfatasas (acido okadaico) ). La inhibicion de
la fosfatasa acida de secrecidn por concentraciones micromolares de
inhibidores competitivos como el ortovanadato y molibdato, sugiere fuertemente

la presencia de una actividad de PTPasa ¥, ya que el efecto ejercido por
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diversos inhibidores en la actividad de la fosfatasa acida fue constante con el
patrén de inhibicion esperado para las enzimas que pertenecen al subgrupo de
tirosina fosfatasas y no por los inhibidores de serina/treonina, como se ha

reportado para otros microorganismos ®7)

Algunos estudios con microorganismos patdégenos que secretan PTPasas,
como: Yersinia spp, Salmonella spp, Mycobacterium spp y Entamoeba spp, (37)
reportan que estas enzimas pueden participar como factor de virulencia 6
afectando las vias de senalizacion en la célula hospedera. En base a ello,
pensamos que Leishmania mexicana puede tener una estrategia similar a los
microorganismos mencionados debido a que posee también proteinas tirosina
fosfatasas asociadas a membranas y secretadas al medio de cultivo. Hasta el
momento desconocemos si la PTPasa asociada a membrana de promastigotes
de Leishmania y la PTPasa secretada al medio de cultivo se trata de la misma
enzima o de dos enzimas diferentes. Las enzimas secretadas por el parasito
podrian desempefar un papel crucial en la biologia o la virulencia de los
parasitos de Leishmania spp, los cuales estan muy bien adaptados para
sobrevivir en las condiciones hostiles del compartimiento fagolisosomal del
macrofago hospedero, por las caracteristicas que presentan de soportar
ambientes de bajo pH, temperatura y enzimas hidrdliticas. Sin embargo este
hallazgo abre un nuevo panorama sobre los mecanismos de evasion de
Leishmania mediante moléculas solubles que puedan regular la senalizacion de
la célula huésped ademas de ser consideradas como nuevos blancos

interesantes para un posible tratamiento.
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8. CONCLUSION

Leishmania mexicana secreta una proteina con actividad de tirosina fosfatasa

la cual fue comprobada por:

» Desfosforilaciéon del péptido fosforilado en tirosina.

« Comparte epitopos con las PTPasa de eucariontes superiores.

« Patrén de sensibilidad a inhibidores especificos de PTPasas.

Los promastigotes de Leishmania mexicana secretan una proteina tirosina

fosfatasa al medio de cultivo.

9. PERPECTIVAS

1. Participacion de esta PTPasa de secrecion en el crecimiento y diferenciacion

de promastigotes de Leishmania mexicana.

2. Participacion de esta enzima soluble del parasito en el proceso de infeccidn

de Macréfagos.
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