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Resumen

La muerte celular juega un papel critico en el desarrollo y mantenimiento de la
homeostasis en eucariontes. Actualmente, existen evidencias experimentales de muerte
celular en eucariontes unicelulares incluyendo a los protistas de la Familia
Trypanosomatidae del género Leishmania. En estos parasitos, la apoptosis es inducida
por diferentes estimulos como shock calérico, especies reactivas del oxigeno (ROS),
ausencia de nutrientes y antiparasitarios, entre otros. Una vez que la apoptosis es
desencadenada en estos parasitos, comienza la cascada de eventos comunes a la
apoptosis de mamiferos como la produccion de ROS, incremento de los niveles de Ca?*
citosodlico, cambios en el potencial de membrana mitocondrial, exposicion de la
fosfatidilserina, liberacién de citocromo c, induccion de proteasas y ruptura del DNA. Una
proteina que ha sido relacionada con la muerte celular es la proteina fosfatasa PP2C ya
que desfosforila sustratos intracelulares como las cinasas dependientes de ciclinas,
cinasas MAP y Bad. La sanguinarina es un alcaloide aislado de la planta Sanguinaria
canadensis que inhibe la actividad enzimatica de la PP2C, induce la apoptosis en células
tumorales y el mecanismo aun es desconocido. Se ha propuesto un modelo de induccion
de apoptosis a través de la inhibicibn de la actividad enziméatica de la PP2C vy la
fosforilacién de la cinasa MAPp38 en células tumorales. Por lo tanto, el principal objetivo
de este trabajo fue determinar si la PP2C de los promastigotes de L. major y L. mexicana
participa en la modulacion de la apoptosis a través de la cinasa MAPp38. Para esto se
realizé una curva de crecimiento de los parasitos incubados durante tres dias con la
sanguinarina a diferentes concentraciones (50, 100 y 250 nM) donde se demostré que
dicho compuesto inhibe el crecimiento de los promastigotes. Después, se realizaron los
extractos totales de los promastigotes de L. major y L. mexicana para continuar con el
analisis de la actividad enzimatica de fosfatasa donde se comprobd que existe una
inhibicion de la PP2C por parte de la sanguinarina. Para analizar el proceso de apoptosis,
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se realizé la técnica de TUNEL, que tifie los nicleos celulares con DNA fragmentado y se
hizo un andlisis de traslocacion de fosfatidilserina mediante citometria de flujo,
demostrando que existe una muerte de tipo apoptoética en los promastigotes. Por otro
lado, con los extractos totales se realizaron los western blots para la identificacion del
marcador de apoptosis poli-ADP-ribosa polimerasa, la proteina anti-apoptotica Bcl-2, la
proteina pro-apoptética Bax y el analisis de la fosforilacion de la cinasa MAPp38 donde se
reportan diferencias de estas moléculas en L. major y L. mexicana. Todos estos
resultados demuestran la presencia de marcadores apoptdéticos de tipo ‘candnicos’ de
mamiferos en protozoarios del género Leishmania y que la inhibicion de la PP2C induce la

fosforilacion de la cinasa MAPp38 y la apoptosis en los promastigotes de L. major.
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I. Introduccioén

La leishmaniasis es una enfermedad transmitida por un vector y cuenta con tres formas
clinicas, como son, la leishmaniasis visceral (LV), la leishmaniasis cutanea (LC) y la
leishmaniasis mucocutanea (LM). Esta enfermedad permanece como un problema de
salud publica en todo el mundo afectando a 12 millones de personas en 88 paises,
principalmente de areas rurales. De acuerdo a la distribucion geografica, la leishmaniasis
se puede dividir en la leishmaniasis del Viejo Continente, donde la infeccién es transmitida
por la mosca hematd6faga del género Phlebotomus y la leishmaniasis del Nuevo
Continente, transmitida por la mosca del género Lutzomyia. Existen poco mas de 17
especies conocidas de Leishmania que infectan al ser humano (Pavli et al., 2010). De
acuerdo con los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la enfermedad
afecta a los paises en vias de desarrollo y esta asociada a la desnutricién, los
desplazamientos de poblacion, las malas condiciones de vivienda y a la falta de una
adecuada respuesta inmune. La epidemiologia depende de las caracteristicas de la
especie del parasito, las caracteristicas ecolégicas locales de los lugares donde se
transmite, la exposicion previa y actual de la poblacion humana al parasito y las pautas de
comportamiento humano. De igual manera, la OMS estima que cada afio surgen 1.3
millones de nuevos casos y entre 20 y 30 mi defunciones

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/es/ consultado el 10 de abril de 2014).

1.1 Leishmania spp.

Leishmania spp. pertenece al reino Protista, del phylum Euglenozoa y a la familia
Trypanosomatidae. El ciclo de vida de Leishmania es sencillo e involucra dos estadios sin

fase sexual. En el vector, el parasito adquiere la forma de promastigote la cual esta
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caracterizada por la morfologia alargada y moévil y cuyo ambiente es extracelular. En
vertebrados, el parasito adquiere la forma de amastigote. El amastigote tiene morfologia
ovoide, no presenta movimiento y es intracelular. Después de ser inoculados en el
hospedero mamifero, los promastigotes son tomados por los neutréfilos para llegar, en
Gltima instancia, a los macrdfagos y las células dendriticas, formando dentro de estos
tipos celulares una vacuola parasitdfora que les permite sobrevivir y convertirse en
amastigotes (Schroeder et al.,, 2013) en un periodo de 12 a 24 horas después de la
inoculacion. Después de la transformacién, el amastigote se multiplica dentro del
macrofago y cuando éste estalla libera los amastigotes listos para infectar otras células
(Sharma et al., 2008). El parasito esta adaptado a los ambientes heterogéneos, como son
la temperatura de 37°C en el hospedero mamifero; pH de neutro a acido en el estbmago
del vector y en la vacuola parasitofora, respectivamente; presencia de nutrientes y

oxigeno (Schroeder et al., 2013).

1.1.1 Leishmaniasis cutanea

En Asia, Africa y Europa es causada por Leishmania major, Leishmania tropica,
Leishmania aethiopica y Leishmania infantum. En América del Sur las especies
involucradas son: Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis, Leishmania
amazonensis, Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis, Leishmania pifanoi,
Leishmania venezuelensis, Leishmania peruviana, Leishmania shawi y Leishmania
lainsoni (Goto et al.,, 2010) y es en este continente donde la enfermedad tiene varias
manifestaciones clinicas que van desde Ulceras hasta la destruccion de las mucosas y
generalmente se acompafa con una linfoadenopatia local, mientras que en el resto del

mundo se presenta con multiples lesiones (Pavli et al., 2010). La LC es endémica en mas
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de 70 paises con un estimado de 1.5 a 2 millones de nuevos casos por afio. La LC puede
manifestarse semanas, meses e incluso, de manera ocasional, afios con una o mas
lesiones en la piel después de la picadura del vector (Pavli et al., 2010). Los pacientes
pueden tener una o mas lesiones y se le conoce como leishmaniasis cutanea localizada
(LCL) (David et al, 2009). En el sureste de México, la LC es conocida como la “Ulcera del
chiclero”, ya que quienes la presentaban, eran las personas que se dedicaban a la
explotacién del arbol del chicle (Murray et al., 2005). La region selvética de la peninsula
de Yucatan ha sido bien descrita como area endémica de dicha enfermedad (Murray et
al., 2005). Asimismo, en estudios previos, el estado de Campeche ha documentado casos
de leishmanisis (Gonzalez et al., 2011). En el estado de Tabasco, que se sitla dentro de
la zona endémica, existen informes sobre casos de leishmaniasis desde la primera mitad
del siglo XX (Cérdova et al., 1993). L. mexicana es el principal agente de la enfermedad y
Lutzomyia olmeca olmeca y Lu. cruciata han sido descritas como sus vectores (Andrade-
Narvaez et al., 2005). Actualmente se utilizan nuevos compuestos, como el miltefosine,

para inducir una muerte de tipo apoptética en los promastigotes del género Leishmania.

1.2 La apoptosis en mamiferos

Antes de describir la muerte de tipo apoptética en la familia Trypanosomatidae, se debe
definir qué es la apoptosis y el mas claro ejemplo es en los mamiferos. La apoptosis es
reconocida como una via intracelular activa de transduccion de sefales por la cual una
célula puede regular su propia muerte. Asimismo, apoptosis es sin6nimo de muerte
celular programada y es requerida para la eliminacién de células dafiadas y para la
renovacion celular durante el desarrollo embrionario y la homeostasis tisular (Van Hoof,

2003). A la fecha, existen tres tipos principales de muerte celular que han sido
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caracterizados, el primero es la apoptosis, seguido de la necrosis y la autofagia; ésta
Gltima aln esta en debate. Asimismo, la apoptosis es el modelo de muerte celular mas
estudiado y es un proceso dependiente de energia asociado a cambios morfolégicos bien
caracterizados, entre los que se encuentran: la globulacion celular, la contraccion, la
condensacion de la cromatina, la translocacion de la fosfatidilserina y la fragmentacion del
DNA (Sun et al.,, 2012). La apoptosis es inducida por una gran variedad de factores
fisioldgicos, intracelulares y ambientales. Dependiendo del tipo celular y el contexto,
muchos sistemas de sefializacion pueden activarse y todos ellos convergen en una sola
via de transduccion. La union de ligandos activadores a receptores de muerte celular de la
familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) (via extrinseca) o la activacion de la familia
Bcl-2 en la membrana mitocondrial (via intrinseca) permiten la liberaciéon del citocromo ¢
(Cytc). El Cytc funciona en conjunto con ATP como cofactor de las proteasas activadoras
del factor-1 (Apaf-1), una proteina pro-apoptética que es requerida para la activacion de
las caspasas, que ejecutan la respuesta apoptética (Kitada et al., 1998; Van Hoof & Goris,

2003).

1.3 La apoptosis en parasitos protozoarios unicelulares

Como ya se menciond, la apoptosis es un proceso de muerte celular programado y
originalmente descrito en organismos multicelulares para la eliminacion de células sin
inducir una respuesta inflamatoria (Smirlis et al., 2011). Hace algunos afios que ha
incrementado la evidencia experimental de un tipo de muerte celular muy similar que
opera en eucariontes unicelulares incluyendo a los protistas de la familia
Trypanosomatidae del género Leishmania (Smirlis et al., 2010). Los organismos de esta

familia son considerados como los descendientes directos de los primeros eucariontes
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gue aparecieron en la Tierra hace 1.5 mil millones de afos. Esta muerte celular
programada en parasitos de la familia Trypanosomatidae posee las caracteristicas
morfologicas de los organismos multicelulares descritas por el Comité de Nomenclatura
en Muerte Celular (NCCD), éstas incluyen el redondeo celular, la reduccion del volumen
celular, la condensacion de la cromatina y la formacion de cuerpos apoptoticos. A pesar
de que estos parasitos tienen caracteristicas apoptéticas similares a los organismos
multicelulares, los principales reguladores de apoptosis como las caspasas, los miembros
de la familia Bcl-2, la familia de los receptores de TNF y las DNAsas activadas por
caspasas no estan presentes en estos eucariontes ancestrales (Smirlis et al., 2011) y, por
tanto, no se habian reportado otros marcadores apoptéticos como la poli-ADP-ribosa
polimerasa (PARP) que se ancla al DNA cuando éste comienza a fragmentarse
(Khademvatan et al., 2011). En estos pardasitos, la apoptosis es inducida por diferentes
estimulos como shock calérico, especies reactivas del oxigeno (ROS), ausencia de
nutrientes y anti-protozoarios como el glucantime, entre otros. Una vez que la apoptosis
es desencadenada en estos parasitos, comienza la cascada de eventos biogquimicos
comunes a la apoptosis de mamiferos como la produccion de ROS, incremento de los
niveles de Ca?" citosélico, cambios en el potencial de membrana mitocondrial (A¥m),
liberacion de endonucleasa G y Cytc, induccién de proteasas y ruptura del DNA (Smirlis et
al, 2010). De igual manera, se ha reportado que la sobrecarga de ROS y Ca?* intracelular
puede causar citotoxicidad y desencadenar una muerte de tipo apoptética por dos vias: a)
el estimulo inductor de apoptosis eleva los niveles de Ca?" citosdlico, el cual entra en la
mitocondria y disminuye el A¥m generando ROS dentro de ésta a través de la via de
fosforilacién oxidativa y b) el inductor de apoptosis induce la formacién de ROS la cual
resulta en peroxidacion lipidica, la cual afecta la fluidez y/o la funcién de los canales de
calcio, perturbando la homeostasis del calcio resultando en el incremento de Ca?' vy la

disminucion del A¥Ym (Esquema 1; Smirlis et al., 2010).
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Esquema 1. Descripcién gréafica de la via apoptética propuesta para los integrantes de la familia
Trypanosomatidae (modificado de Smirlis et al., 2010).

1.4 La fosforilaciéon de proteinas

La fosforilacion y la desfosforilacion juegan un papel muy importante en la regulacion de
las funciones de las proteinas y asimismo cada aspecto de la fisiologia celular. Los
procesos dinamicos y reversibles de la fosforilacién de las proteinas son realizados por
las proteinas cinasas y las proteinas fosfatasas. Las cinasas afiaden un grupo fosfato a
las proteinas y las fosfatasas lo remueven (Sun et al., 2012). Los cambios moleculares de
las fosfatasas afectan las cascadas de sefializacion que regulan el ciclo de vida, la
diferenciacion, las interacciones célula-célula, la movilidad celular, la respuesta inmune, el
transporte de iones a través de canales, la transcripcion de genes, la traduccion de mRNA
y el metabolismo (Sz66r et al., 2010). En eucariontes, la fosforilacion de proteinas ocurre

generalmente en tres residuos de aminoacidos, la serina, la treonina y la tirosina (Sun et
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al., 2012) y al menos la actividad del 30% de las proteinas totales son reguladas por

desfosforilacion (Garcia et al., 2003).

1.4.1 Las proteinas serina/treonina fosfatasas

Las proteinas fosfatasas se clasifican con base en su dominio catalitico y al residuo que
desfosforilan en: proteinas tirosina fosfatasas (PTP) y proteinas serina/treonina fosfatasas
(PSTP) (Gomez-Sandoval et al., 2014). Las PSTP se pueden dividir en dos superfamilias
basandose en la estructura primaria. Los miembros de las fosfoproteinas fosfatasas (PPP)
son las tipo 1 (PP1), 2A (PP2A) y 2B (PP2B/calcineurina) y, de las proteinas fosfatasas
dependientes de metales (PPM) esta la proteina fosfatasa 2C (PP2C) cuya estructura es
un monémero y su actividad enzimatica es dependiente de magnesio (Mg?*) o manganeso

(Mn?*) (Aburai et al., 2010).

1.4.2 La proteina fosfatasa PP2C

La proteina fosfatasa PP2C pertenece a la familia de las PPM y representa a una amplia
familia de proteinas fosfatasas altamente conservadas dentro del genoma humano que
pueden expresar, al menos, 22 isoformas. Las plantas poseen muchos mas genes para
PP2C en comparacién con los mamiferos, por ejemplo, Arabidopsis thaliana tiene 80
genes y la planta del arroz 78 genes. En células de mamiferos la principal funcion de la
PP2C es la regulacion de las sefiales ante el estrés, en la diferenciacion celular, en el
crecimiento celular, en la apoptosis y en el metabolismo celular (Shi, 2009). La PP2C

representa una diversa familia de enzimas que comprenden seis productos génicos
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(o, B, 7, 8, Wipl y calmodulina dependiente de Ca?*), sin embargo, han sido descubiertas
dos isoformas de la PP2Ca (a—1y a—2) para el humano y cinco isoformas de la PP2Cp
(B-1, B-2, -3, B—4 y B-5) para el ratdn, las cuales son producto del splicing alternativo
(Sim et al., 2003). A pesar de todos los estudios, todavia queda mucho por aprender
acerca del mecanismo molecular de la PP2C, que tiene un gran numero de isoformas
codificadas por diferentes genes. Las diferentes isoformas tienen distintas secuencias,
distintos dominios y estas isoformas también presentan diferentes funciones, patrones de

expresion y localizacion subcelular que han sido poco estudiados (Shi, 2009).

1.5 Inhibidores de proteinas fosfatasas

En afios anteriores se ha dado un aumento en el nimero de reportes acerca de pequefias
moléculas inhibidoras de las proteinas fosfatasas tanto de la familia PPP como de la
familia PPM, por ejemplo, la cantaridina, el thyrsiferyl-23-acetate, la isopalinurin, la
dragmacidina-E y la fostriecina (McCluskey et al., 2001). El interés por estas moléculas se
da porque han mostrado una inhibicion selectiva de las proteinas fosfatasas como a

continuacion se menciona.

A) PP1y PP2A

Un enlace interesante entre la PP1 y la PP2A es la sensibilidad que comparten, quiza
como consecuencia a su homologia, hacia una diversa familia de productos naturales.
Estos compuestos son inhibidores potentes y competitivos para PP1 y PP2A e incluyen a
la tautomicina, la caliculina-A y el acido okadaico. La tautomicina es un potente inhibidor
de la PP1 a concentraciones de 1nM y en concentraciones 10 veces mayor (10nM) inhibe

a PP2A. La caliculina-A inhibe tanto a PP1 como a PP2A en concentraciones que van de
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0.5-1nM. El acido okadaico es un potente inhibidor de la PP2A a concentraciones de 2nM,
mientras que para PPl se necesitan concentraciones de 60-200nM (McCluskey et al.,

2001; Sz66r, 2010).

B) PP2B

Otro ejemplo claro es la PP2B, la cual puede ser inhibida por la ciclosporina-A la cual
evita que la PP2B desfosforile la proteina blanco (McCluskey et al., 2001). Dicha PP2B es

inhibida por el 4cido okadaico en concentraciones de 10mM (Sz66r, 2010).

C) PP2C

Se ha reportado que la proteina fosfatasa PP2C puede ser inhibida por el compuesto
sanguinarina, el cual ha resultado ser sumamente especifico y potente para dicha

proteina (Aburai, et al., 2010).

1.5.1 La sanguinarina

La sanguinarina es un alcaloide benzolc]fenantridina aislado de la planta Sanguinaria
canadensis y se le conoce un gran espectro de actividades biolégicas, tales como anti-
microbianas, anti-fungicas, anti-inflamatorias, anestesia local e incluso citotoxicidad contra
varias lineas celulares tanto normales como transformadas (Malikova et al., 2006). La
unién de la sanguinarina a DNA y RNA y la inhibicion de la enzima topoisomerasa han
sido relacionadas con una gran actividad anti-cancerigena. En afios recientes, los
alcaloides derivados de plantas han sido utilizados en la practica clinica para la
prevencion o el tratamiento del cancer y esto se ha vuelto una terapia ampliamente
extendida (Vrba et al., 2004). Los alcaloides son metabolitos secundarios de plantas,

especialmente notables por sus actividades biolégicas y su potencial uso medicinal. Los
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alcaloides de plantas son abundantes en la naturaleza y poseen una toxicidad
relativamente baja para los humanos comparada con la de otros compuestos quimicos
(Hossain et al., 2011). La sanguinarina ha sido uno de estos alcaloides y se le ha puesto
bastante atencion al mecanismo de induccion de apoptosis. Asimismo, tratamientos con
sanguinarina a diferentes concentraciones han resultado en un incremento de liberacion
de Cytc y Apaf-1, también se ha demostrado un aumento significativo en las proteinas
pro-apoptéticas caspasa-3, caspasa-7, caspasa-8 y caspasa-9 de manera dosis

dependiente en células HaCaT (Malikova et al., 2006).

1.6 Participacion de las proteinas fosfatasas de serina/treonina en la apoptosis

Como muchos procesos fisiolégicos, la apoptosis es regulada por la fosforilacion
reversible de proteinas y por un equilibrio controlado en la actividad de cinasas y
fosfatasas. La participacion de las PSTP, cuyas familias se han mencionado
anteriormente, aun no han sido estudiadas totalmente en el proceso apoptético. Como
ejemplo la PP2A que es un una fosfatasa que desfosforila a Bad, un miembro pro-
apoptético de la familia Bcl-2 cuya habilidad para heterodimerizarse con proteinas de
supervivencia como Bcl-X y Bcl-2 y promover la muerte celular, es desfosforilada por
PP2A volviéndola funcional al mismo tiempo que inhibe a Bcl-2 (Kitada et al., 1998; Van

Hoof & Goris, 2003).

1.7 La proteina fosfatasa PP2C y la apoptosis

En estudios anteriores se ha demostrado que la PP2Ca, una isoforma de los mamiferos,

inhibe el crecimiento celular y activa la ruta p53. Este Gltimo es un supresor tumoral con
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efectos anti-proliferativos que incluyen inhibicién de crecimiento, apoptosis y senescencia
celular (Ofek et al., 2003). Por otro lado, la PP2Ce y la PP2CS/ILKAP regulan la
produccion de TNF-a, el peroxido de hidrégeno y a la integrina que induce muerte celular
(Sun et al., 2012). Asimismo, la PP2C en células tumorales HL60 fue inhibida por un
alcaloide, la sanguinarina, la cual esta implicada en diversos mecanismos apoptéticos, se
propuso un modelo de induccion de apoptosis a través de la inhibicion de la PP2C yla
activacion de la transduccion de sefales de la cinasa MAPp38 comprobando la muerte
celular con la condensacion de la cromatina, el incremento en la actividad de caspasas y

la fragmentacién del DNA (Aburai et al., 2010).

1.8 Las proteinas cinasas activadas por mitbgenos

Las MAPK tienen un papel importante en algunos procesos celulares, incluyendo el
crecimiento, la diferenciacién y la apoptosis. Las MAPK estan organizadas en tres
niveles, las cuales consisten en la MAPK, el activador de la MAPK (MAPK cinasa) y el
activador de la MAPKK (MAPKK cinasa) (Koul et al., 2013). Las MAPK de mamiferos son
activadas por una gran variedad de estimulos, como son shock osmatico, exposicion a la
radiaciébn ultravioleta, citocinas, factores de crecimiento, antigenos, toxinas Yy
medicamentos (Munshi et al., 2013). Como ejemplo de la participacién de las MAPK en
los procesos celulares arriba mencionados estan los estudios que han demostrado que la
exposicion de células tumorales a la radiacion ionizante resulta en la activacion de
multiples vias de sefializacion, las cuales son mediadas por la superfamilia de las MAPK y
determinan la superviviencia o muerte de las células expuestas (Munshi et al., 2013). En
células de mamiferos se han identificado cuatro vias principales de las MAPK: la cinasa

regulada por sefiales extracelulares (ERK), ERKS5, la cinasa c-jun N-terminal (JNK) y la
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cinasa MAPp38. La via de la cinasa MAPp38 esta asociada con la producciéon de
citocinas, la inflamacion, el crecimiento celular, la diferenciacién celular y la apoptosis
(Yang et al., 2010). La cinasa MAPp38 tiene un papel dual puesto que puede tanto mediar
la supervivencia celular como mediar la muerte celular dependiendo no sélo del tipo de
estimulo sino del tipo celular; adicionalmente y como ejemplo, la cinasa MAPp38 puede
modular la supervivencia y la migracion e invasion de tumores metastasicos (Koul et al.,
2013). Aunque en mamiferos la via de de las MAPK ha sido ampliamente estudiada, en el
parasito Leishmania su estudio es menos profundo y de acuerdo a andlisis genémicos,
existen 17 MAPK en el género Leishmania siendo por lo tanto una de las familias de

proteinas cinasas mas extensa en comparacion con los mamiferos (Horjales et al., 2012).

1.8.1 Las proteinas cinasas activadas por mitdgenos del parasito Leishmania spp.

Las MAPK son mediadores de transduccion de sefiales ampliamente estudiadas en
eucariontes y, como ya se menciond, regulan procesos celulares importantes. Aunque se
han identificado 17 MAPK en Leishmania, las descripciones de sus funciones en el
pardsito aun son escasas, por ejemplo: la MAPK de Leishmania mexicana, LmxMPK1, es
esencial para la diferenciacion de promastigote a amastigote y para la supervivencia del
amastigote en las células infectadas del hospedero mamifero; la LmxMPK2 es esencial
para establecer la infeccion en ratones BALB/c; la LmxMPK3 y la LmxMPK9 estan
involucradas en la regulacion de la longitud del flagelo en los promastigotes (Ashutosh et
al., 2012; Bengs et al., 2005). Asimismo, la sobreexpresion de las MAPK de L. major,
LmaMPK4, LmaMPK7 y LmaMPK10 inducen la actividad de fosfotransferasa; la activacion
de la LmaMPK7 regula el crecimiento del amastigote y la activacion de la LmxMPK4

controla diferenciacion del parasito (Brumlik et al., 2011; Horjales et al., 2012), La via de
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las MAPK es una de las mas antiguas, es evolutivamente conservada y su activacion
requiere de la fosforilacién de proteinas en ciertos residuos de aminoacidos (Kar et al.,

2010).
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Il. Justificacion

En nuestro laboratorio se han clonado y caracterizado las proteinas fosfatasas PP2C de
L. major y L. mexicana y estas proteinas presentan caracteristicas bioquimicas
semejantes a la proteina fosfatasa PP2C de mamiferos como son: mayor actividad
enzimatica con Mn?" en comparacion al Mg?* y un pH de 8 (Escalona-Montafio, 2007;
Zuiiga-Fabian, 2014). Ademas, se ha identificado la proteina PP2C en el saco flagelar de
los promastigotes metaciclicos de L. major mediante microscopia electrénica (Escalona-
Montafio, 2007). Por otro lado, en nuestro laboratorio se han estado incubando los
promastigotes de L. major con el compuesto sanguinarina a concentraciones de 250 nM —
1 uM durante tres dias demostrando que inhibe el crecimiento de los promastigotes. Sin
embargo, se desconoce cual es el mecanismo de inhibicion que ejerce la sanguinarina
sobre los promastigotes de L. major y L. mexicana. Como ya se menciond, la proteina
fosfatasa PP2C en lineas celulares tumorales participa en la desfosforilacion de Bad,
proteina importante en la via de la apoptosis. A pesar de esto, en Leishmania no se ha
reportado una apoptosis semejante a la de mamiferos u otros eucariontes. Es por esto
gue el objetivo de este trabajo es investigar si la PP2C participa en la modulacion de la
apoptosis de los promastigotes de L. major y L. mexicana cuando es inhibida con el

compuesto sanguinarina.
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lll. Hipotesis

La inhibicion de la actividad enzimatica de la proteina fosfatasa PP2C por la sanguinarina

induce la apoptosis en los promastigotes de L. major y L. mexicana, asi como la

fosforilacion de la cinasa MAPp38.
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IV. Objetivo

4.1 Objetivo general

Analizar la participacion de la proteina fosfatasa PP2C en la apoptosis de promastigotes
de Leishmania major y Leishmania mexicana asi como la fosforilacion de la cinasa

MAPp38

4.2 Objetivos particulares

4.2.1 Analizar el efecto del compuesto sanguinarina en la morfologia de los
promastigotes.

4.2.2 Realizar una curva de crecimiento de los promastigotes de L. major y L. mexicana
en presencia de la sanguinarina.

4.2.3 Determinar la actividad enzimatica de la proteina fosfatasa PP2C en los extractos de
los promastigotes de L. major y L. mexicana después de ser incubados con la
sanguinarina.

4.2.4 Evaluar la apoptosis de los promastigotes de L. major y L. mexicana incubados con
la sanguinarina mediante las técnicas de TUNEL, citometria de flujo y Western blot.

4.2.5 Analizar por ensayos de Western blot la fosforilacién de la cinasa MAPp38 en los
promastigotes de L. major y L. mexicana después de la incubacion con la sanguinarina.
4.2.6 ldentificar por ensayos de Western blot las proteinas tales como Bcl-2 y Bax que
participan en la apoptosis en los promastigotes de L. major y L. mexicana después de la

incubacién con la sanguinarina.
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V. Materiales y métodos

5.1. Preparacion del compuesto sanguinarina

La sanguinarina (Sigma-Aldrich, ST Louis, MO, EUA) fue disuelta en metanol quedando a
una concentracion final de 0.0135M la cual fue utilizada a diferentes concentraciones (50,
100, 250 nM). El volumen de metanol que correspondia a la concentracion mas alta de
sanguinarina fue adicionado al medio de cultivo 199 con los paréasitos. Este fue utilizado

como control en el cultivo de los parasitos.

5.2 Cultivo de promastigotes

La cepa de Leishmania major cepa Friendlin fue donada por el Dr. Santiago Martinez
Calvillo (Unidad de Investigacion en Biomedicina, Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, UNAM, Estado de México) y la cepa de Leishmania mexicana
MNYZ/BZ/62/M379 fue donada por el Dr. Paul Bates (Universidad de Lancaster,
Lancaster, Reino Unido). Ambas cepas se mantuvieron en medio de cultivo 199 (Gibco,
Invitrogen™ Corporation, Carlsbad, CA, EUA) a una densidad de 0.5x10° parasitos/mL en
un volumen final de 10 mL y temperatura de 26 °C por tres dias, bajo las diferentes
concentraciones de la sanguinarina. Para mantener la virulencia de la cepa, se inocularon
1x107 promastigotes de la fase estacionaria en el cojinete plantar de ratones BALB/c. Una
vez desarrolladas las lesiones, los parasitos se aislaron de acuerdo a una metodologia
descrita anteriormente (Wilkins-Rodriguez, et al., 2010), con algunas modificaciones. Los
ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se extirpé la pata infectada, la cual se
macero con el émbolo de una jeringa de 10 mL sobre una malla de nylon con un poro de

100 um (BD Falcon, Bedford, MA, USA). La suspension obtenida se centrifugé a 100 g
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durante 5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se recuper6 y se centrifugé a
2000 g durante 10 min para obtener la pastilla que correspondia a los amastigotes, se
lavaron tres veces y se cultivaron en el medio arriba descrito a 26 °C para lograr la
diferenciacion a los promastigotes. Los parasitos se diluyeron con paraformaldehido
utilizando una dilucion 1:5, se contaron durante 3 dias utilizando la camara de Neubauer y

se analizé su morfologia mediante microscopia de contraste de fases durante 3 dias.

5.3 Obtencién del extracto total de promastigotes

Transcurrido el tiempo de incubacién con la sanguinarina, los promastigotes se lavaron
dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X y se centrifugaron a 2000 g a
temperatura ambiente, asimismo se realizé un Ultimo lavado con PBS 1X y se centrifugé a
2000 g a temperatura de 4 °C para obtener una pastilla. Esta se almacené a -70 °C hasta
su uso. La pastilla obtenida fue resuspendida en amortiguador de lisis cuyos reactivos
fueron: amortiguador Tris-HCI 50mM pH 7.4 estéril y un céctel de inhibidores de proteasas
compuesto por leupeptin 0.002 pg/mL, aprotinina 0.01 ug/mL y benzamidina 1mM. La
pastilla resuspendida se lisé utilizando un sonicador (Sonics, Vibracell™ Newtown, CT,
EUA) por un ciclo de 1 min a 4 °C y una amplitud de 30%. Los extractos fueron

almacenados a -70 °C hasta su uso.

5.4 Cuantificacién de las proteinas por el método de Bradford

Las muestras se cuantificaron por el método de Bradford con algunas modificaciones
(Bradford, 1976). En una placa de 96 pozos se realiz6 una curva estandar con albumina

sérica bovina (BSA) con las concentraciones de 0 a 15 ug mas el amortiguador de lisis de
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los parésitos hasta completar un volumen de 100 pL. En otros pozos se afadieron 5 uL
del extracto total de cada una de las condiciones de los parasitos méas el amortiguador de
lisis y finalmente, se afadieron 40 uL de reactivo de Bradford (Protein Assay, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) a la curva estandar y a las muestras. La placa se ley6 a
una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotémetro (Biotek?, uQuant, Winooski, VT,
EUA) con un programa KC4. Las cantidades obtenidas de cada una de las condiciones se
ajustaron a de 40 ug de proteina para cada condicién. Todo lo anterior se realizé por

duplicado.

5.5 Determinacion de la actividad enzimatica de |la fosfatasa

En una placa de 96 pozos se afiadi6 amortiguador acetato de sodio 0.2 M, 10 ug de
proteina del extracto total y 10 uL del sustrato de fosfatasas p-Nitrofenilfosfato (p-NPP)
0.1 M en un volumen final de 100 pL. La reaccion se incubd por 1 h a 37 °C y se detuvo
con 20 puL de hidréxido de sodio 2 N para analizarse en un espectrofotometro (BiotekR,

pQuant) a una longitud de onda de 405 nm.

5.6 Evaluacion de la apoptosis en los promastigotes por la técnica de TUNEL

Los promastigotes lavados por el método descrito anteriormente se adhirieron en un
portaobjetos y se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se incubaron durante 10min con metanol-peréxido de hidrégeno al 3%,
con el fin de bloquear la actividad de las peroxidasas enddgenas. Después de lavar las
muestras tres veces con PBS, se incubaron con la solucion permeabilizadora (Triton X-
100 al 0.1% en citrato de sodio al 0.1%) en hielo durante 2 min. Nuevamente las

muestras se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con la soluciéon enzima del kit de
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TUNEL (In situ Cell Death Detection Kit; Roche Molecular Biologicals, Mannheim,
Alemania) durante 1 h en una camara humeda a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavaron tres veces con PBS 1X y la actividad de la peroxidasa se revel6 con
aminoetilcarbazol y se contratiidé con hematoxilina. Las muestras se analizaron en el
microscopio AxioPlan Il Zeiss (Zeiss, Thornwood, NY, EUA) y de 100 parasitos se

contaron aquellos que presentaron el nucleo tefiido de marron.

5.7 Determinacion de la translocacién de la fosfatidilserina por citometria de flujo

Una vez obtenida la pastilla, se resuspendié en 30 uL de un amortiguador de unién (10
mM de HEPES-NaOH pH 7.4, 140 mM de NaCl y 25 mM de CacCly). Los tubos se
centrifugaron a 2000 g por 5 min y se desechd el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié en 30 pL del amortiguador antes mencionado y se agregaron 2 mL de
anexina-V FITC (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA) y 0.5 uL de 7-ADD (Sigma-
Aldrich). Los tubos se incubaron 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo,
los tubos se centrifugaron a 2000 g por 5 min y se resuspendieron en 1 mL del mismo
amortiguador. Se analizaron en el citbmetro FACSort con el software FlowJo. Los
resultados obtenidosse graficaron y se realiz6 el andlisis estadistico de los datos se

analizé por la prueba ANOVA (p<0.05).

5.8 Anélisis de fosforilacién de la cinasa MAPp38, Bcl-2, Bax y de la poli-ADP-ribosa

polimerasa por Western blot

Para el andlisis de la cinasa MAPp38 se realizé una electroforesis utilizando un gel al 10%
SDS-PAGE vy para las proteinas Bcl-2, Bax y poli-ADP-ribosa polimerasa un gel al 15%.

Se utilizaron 40 ug de proteina de cada una de las condiciones arriba mencionadas. Para
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la electroforesis se aplicé un voltaje de 70 V por 30 min y después a 120 V hasta finalizar.
Transcurrido el tiempo, se realizé la transferencia de las proteinas a una membrana de
PVDF (Immobilon-P, Millipore, Darmstadt, Alemania) previamente activada en metanol por
3 min y lavada con agua desionizada tres veces cada 5 min para después equilibrar en
buffer de transfrencia. La membrana de PVDF se colocé en una camara de
electrotransferencia semiseca (Bio-Rad Laboratories) a 20 V durante 60 min. Las
membranas se bloquearon con leche en polvo (Bio-Rad) al 5%, se lavaron con solucién
amortiguadora de Tris-Tween (TBST) 1X seis veces cada 10 min y fueron incubadas con
los anticuerpos correspondientes a-p38 con una dilucién 1:500, a— Bcl2 y a—Bax con una
dilucién 1:1000 y 1:600 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) y del o—poli-
ADP-ribosa polimerasa se utiliz6 a un volumen de 0.5 uL/mL (Roche Diagnostics, Sant
Cugat del Valles, Barcelona, Espafia) toda la noche en agitacion constante a 4 °C. Las
membranas se lavaron nuevamente con TBST 1X seis veces cada 10 min. Las
membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios anti-mouse IgG-HRP y anti-rabbit IgG-HRP (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA); diluidos 1:5000 en leche al 5%. Después de lavar seis veces con
TBST 1X cada 10 min, las membranas se revelaron usando un sustrato quimioluminisente

(Millipore) y se expusieron a peliculas para rayos-X (Kodak BioMax, MR).
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VI. Resultados

6.1 Andlisis de la morfologia de los promastigotes de ambas especies de
Leishmania incubados tres dias con la sanguinarina. Cuando se analizé el efecto de la
sanguinarina en la morfologia de los promastigotes de L. major se encontré que los
promastigotes fueron alterados en su morfologia a partir de la concentracion 250nM en el
dia 3 (Fig.1.3, panel e). Para las condiciones restantes en los dias 1 y 2, se observé que
hubo cambios morfolégicos con respecto al tamafio celular como lo son el tamafio y la
forma de los promastigotes (Fig. 1.1, Fig. 1.2). Para L. mexicana se observé que la
morfologia se encuentra alterada desde el dia 2 en la concentracién 50nM (Fig. 1.5, panel
c). En el dia 3 a la concentracién 250nM de L. mexicana se observé un patron de

redondeo celular (Fig. 1.6, panel e).
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Figura 1.1 Morfologia de los promastigotes de L. major en el dia 1 de cultivo incubados con
la sanguinarina. Micrografia de los promastigotes que fueron incubados con diferentes
concentraciones de sanguinarina: a) sin inhibidor, b) metanol, c) 50, d) 100 e) 250 nM. Se
incubaron 0.5x10°8 parasitos/mL inicialmente en un volumen final de 10 mL y se diluyeron con
paraformaldehido utilizando una dilucion 1:5 y se analizé su morfologia mediante microscopia de

contraste de fases.
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Figura 1.2 Morfologia de los promastigotes de L. major en el dia 2 de cultivo incubados con
la sanguinarina. Micrografia de los promastigotes que fueron incubados con diferentes
concentraciones de sanguinarina: a) sin inhibidor, b) metanol, c) 50, d) 100 e) 250 nM. Se
incubaron 0.5x10° parasitos/mL inicialmente en un volumen final de 10 mL y se diluyeron con
paraformaldehido utilizando una dilucién 1:5 y se analizé su morfologia mediante microscopia de

contraste de fases.
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Figura 1.3 Morfologia de los promastigotes de L. major en el dia 3 de cultivo incubados con
la sanguinarina. Micrografia de los promastigotes que fueron incubados con diferentes
concentraciones de sanguinarina: a) sin inhibidor, b) metanol, c¢) 50, d) 100 e) 250 nM. Se
incubaron 0.5x10° parasitos/mL inicialmente en un volumen final de 10 mL y se diluyeron con
paraformaldehido utilizando una dilucion 1:5 y se analizé su morfologia mediante microscopia de

contraste de fases.
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Figura 1.4 Morfologia de los promastigotes de L. mexicana en el dia 1 de cultivo incubados
con la sanguinarina. Micrografia de los promastigotes que fueron incubados con diferentes
concentraciones de sanguinarina: a) sin inhibidor, b) metanol, c) 50, d) 100 e) 250 nM. Se
incubaron 0.5x10°8 parasitos/mL inicialmente en un volumen final de 10 mL y se diluyeron con
paraformaldehido utilizando una dilucion 1:5 y se analizé su morfologia mediante microscopia de

contraste de fases.

44



Figura 1.5 Morfologia de los promastigotes de L. mexicana en el dia 2 de cultivo incubados
con la sanguinarina. Micrografia de los promastigotes que fueron incubados con diferentes
concentraciones de sanguinarina: a) sin inhibidor, b) metanol, ¢) 50, d) 100 e) 250 nM. Se
incubaron 0.5x10° parasitos/mL inicialmente en un volumen final de 10 mL y se diluyeron con
paraformaldehido utilizando una dilucion 1:5 y se analizé su morfologia mediante microscopia de

contraste de fases.
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Figura 1.6 Morfologia de los promastigotes de L. mexicana en el dia 3 de cultivo incubados
con la sanguinarina. Micrografia de los promastigotes que fueron incubados con diferentes
concentraciones de sanguinarina: a) sin inhibidor, b) metanol, c) 50, d) 100 e) 250 nM. Se
incubaron 0.5x10°8 parasitos/mL inicialmente en un volumen final de 10 mL y se diluyeron con
paraformaldehido utilizando una dilucién 1:5 y se analiz6 su morfologia mediante microscopia de

contraste de fases.
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6.2 Crecimiento de los promastigotes de L. major y L. mexicana en presencia de la
sanguinarina. Se analiz6 el crecimiento de los promastigotes de L. major en ausencia y
presencia de la sanguinarina. Se encontré que presentan un crecimiento Optimo a la
concentracion 50 nM de sanguinarina durante los tres dias de cultivo, al igual que los
promastigotes a los que no se les afiadié el inhibidor. Sin embargo, en la concentracién
100 nM de sanguinarina se observé una disminucién de aproximadamente 50% en el dia
2 y una disminucién de un 80% en el dia 3 de cultivo con respecto a los parasitos que no
fueron incubados con el inhibidor. Para la concentracién de 250 nM de sanguinarina, los
promastigotes de L. major no presentaron crecimiento desde el inicio (Fig 2 A). Al
analizar los promastigotes de L. mexicana se encontré que el crecimiento fue muy similar
en ausencia y presencia de 50 nM de sanguinarina. Sin embargo, a la concentracion de
100 nM el nimero de parasitos disminuyé un 60% en el dia 2 de cultivo y un 65%
aproximadamente en el dia 3 de cultivo comparado con el control de parasitos donde no
se incubaron con el inhibidor. A la concentracion 250 nM no se observé crecimiento de los

parasitos desde el inicio (Fig. 3 B)
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Figura 2. Curvas de crecimiento de los promastigotes de Leishmania incubados con la
sanguinarina durante 3 dias de cultivo. Promastigotes de L. major (A) y de L. mexicana (B). Se
incubaron 0.5x108 parasitos/mL inicialmente en un volumen final de 10 mL, los parasitos se
diluyeron con paraformaldehido utilizando una dilucién 1:5 y se contaron durante 3 dias utilizando

la cAmara de Neubauer
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6.3 Actividad enziméatica de la fosfatasa en los promastigotes de L. major vy L.
mexicana en presencia de la sanguinarina En la Fig.3 se muestra el efecto de la
sanguinarina en la actividad enzimética de la proteina fosfatasa PP2C presente en
extractos totales de L. major y L. mexicana. Se encontrd una inhibicion dosis-dependiente,
es decir, a mayor concentracion de sanguinarina, mayor inhibicion de la actividad

enzimatica de fosfatasa, siendo ligeramente mayor en L. mexicana con respecto a L.

100 -
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» m L. major
o T L. mexicana
2
0 50

100 250
Sanguinarina (nM)

major.

o

o

Actividad enzimatica de
fosfatasa (%)

o

Figura 3. Actividad enzimética de fosfatasa en los extractos totales de L. major vy L.
mexicana. Efecto de la sanguinarina (50, 100 y 250 nM) en la actividad de fosfatasa presente en
los extractos totales de los promastigotes de L. major y L. mexicana obtenidos por sonicacion,

ajustados a 10 ug de proteina. Gréfica representativa de tres experimentos independientes.
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6.4 Analisis de la fragmentacién del DNA de los promastigotes de L. major y L.
mexicana incubados con la sanguinarina. En la Fig. 4.1 se analiz6é por la técnica de
TUNEL la fragmentacién del DNA en los promastigotes de L. major incubados a diferentes
concentraciones de sanguinarina (50, 100 y 250nM). En los promastigotes de L. major se
observé que en ausencia del inhibidor y con el control metanol (paneles A, B y F) existe
aproximadamente un 30% de parasitos en apoptosis basal. En la concentracion 50nM de
sanguinarina se observé cerca de un 65% de parasitos en apoptosis (paneles Cy F). A
partir de la concentracion 100nM de sanguinarina se observé un 80% de parasitos en
apoptosis, aproximadamente (paneles D y F). En la concentracion 250nM de sanguinarina

se observo un 90% de pardsitos en apoptosis (paneles E y F).

En la Fig. 4.2 se analizd por la técnica de TUNEL la fragmentacion del DNA en los
promastigotes de L. mexicana incubados a diferentes concentraciones de sanguinarina
(50, 100 y 250nM). En los promastigotes de L. mexicana se observo que en ausencia del
inhibidor y con el control metanol existe aproximadamente un 35% de parasitos en
apoptosis (paneles G, Hy L). En la concentracién 50nM de sanguinarina se observo cerca
de un 70-75% de parasitos en apoptosis (paneles | y L). A partir de la concentracion
100nM de sanguinarina se observé un 80% de parasitos en apoptosis, aproximadamente
(paneles J y L). En la concentracion 250nM de sanguinarina se observé un 95-100% de

parasitos en apoptosis (paneles Ky L).
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Figura 4.1 Micrografias de los promastigotes de Leishmania major donde se muestra la

fragmentacién del DNA analizada por la técnica de TUNEL. Se muestran los nucleos tefiidos de

los promastigotes de L. major bajo las diferentes condiciones experimentales: A) sin inhibidor, B)

metanol, C) 50, D) 100, E) 250 nM. Asimismo, la grafica muestra el porcentaje de apoptosis en los

promastigotes de L. major (F). De 100 parésitos se contaron aquellos que presentaron el nucleo

tefiido de marroén.
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Figura 4.2 Micrografias de los promastigotes de Leishmania mexicana donde se muestra la
fragmentacion del DNA analizada por la técnica de TUNEL. Se muestran los ndcleos tefiidos de
los promastigotes de L. mexicana bajo las diferentes condiciones experimentales: G) sin inhibidor,
H) 50nM, 1) 100nM, J) 250nM, K) metanol. Asimismo, la grafica muestra el porcentaje de apoptosis

en los promastigotes de L. major (L). De 100 parasitos se contaron aquellos que presentaron el

ndcleo tefiido de marrén.
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6.5 Analisis de la traslocacién de fosfatidilserina por citometria de flujo en los
promastigotes de L. major y L. mexicana. En la Fig. 5 A se encontr6 que los
promastigotes de L. major presentan traslocacion de fosfatidilserina basal de
aproximadamente 20% en ausencia del inhibidor. Cuando se incubaron los parasitos con
las concentraciones 50, 100 y 250 nM de sanguinarina se notd un incremento del 20, 30 y
60%, respectivamente, en comparacion con los promastigotes que no fueron incubados
con el inhibidor, siendo ésta mayor en los parasitos incubados con 250 nM de
sanguinarina y con el control positivo glucantime, cuyos valores se acercan al 60% y al

50%, respectivamente.

En la Fig. 5 B se encontré que los promastigotes de L. mexicana presentan traslocacion
de fosfatidilserina basal de aproximadamente 10% en ausencia del inhibidor. Cuando se
incubaron los parasitos con la concentracion 50 nM no hubo incremento en la traslocacion
de fosfatidilserina en comparacion con los promastigotes que no fueron incubados con el
inhibidor. Sin embargo, con las concentraciones 100 y 250 nM de sanguinarina se noto
que un incremento del 2 y 20% en la traslocacion de fofatidilserina, en comparacion con

los promastigotes que no fueron incubados con el inhibidor.
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Figura 5. Traslocacion de la fosfatidilserina en los promastigotes de L. major (A) y L.
mexicana (B) incubados tres dias con el compuesto sanguinarina. Grafica en porcentaje de
promastigotes positivos para Anexina-V mediante la técnica de citometria de flujo de tres
experimentos independientes. La traslocacion de la fosfatidilserina en los promastigotes de ambas
especies de Leishmania se determind con Anexina-V bajo las diferentes condiciones: 0, 50, 100,
250nM, metanol y control positivo de glucantime a una concentracion de 2mg/mL. Los datos fueron

analizados con la prueba ANOVA, (*) = p <0.05.
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6.6 Identificacién del marcador de apoptosis PARP en los extractos totales de los
promastigotes de L. major y L. mexicana. Se identificé la PARP en los extractos
totales de los promastigotes de L. major que fueron incubados con 50, 100 y 250 nM de
sanguinarina. Se observo que la presencia de esta proteina en todas las concentraciones
de sanguinarina, sin embargo, fue mayor en los extractos totales de promastigotes
incubados con 250 nM de sanguinarina pero no en los promastigotes que no fueron
incubados con el inhibidor (Fig. 6, panel A). En los extractos totales de los promastigotes
de L. mexicana se encontr6 la proteina PARP en las concentraciones 50, 100 y 250 nM
de sanguinarina, asimismo en los promastigotes no incubados con el inhibidor (panel B).

Como control de carga se utilizo la a- y la B-tubulina.

Sanguinarina (nM)

0 50 100 250
A)

I- -- - ._|PARP

rﬁ - -

B-tubulina

B)

Figura 6. Identificacion del marcador PARP en los extractos totales de promastigotes de L.

major y L. mexicana. Extractos totales (40ug de proteina) de promastigotes de L. major (A) y L.
mexicana (B) previamente incubados con la sanguinarina a diferentes concentraciones: 50, 100 y

250nM. Como control de carga se utilizo la a- y la B-tubulina.
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6.7 Identificacion de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2 en extractos totales de los
promastigotes de L. major y L. mexicana. En la Fig. 8 se identific6 la proteina anti-
apoptdtica Bcl-2 en los extractos totales de promastigotes de L. major que no fueron
incubados con el inhibidor, en las concentraciones 50 y 100 nM y en el control de
macrofagos no estimulados. Sin embargo, esta proteina no fue identificada en los
extractos totales de promastigotes incubados con 250nM de sanguinarina (panel A). Para
el caso de los extractos totales de los promastigotes de L. mexicana no se reconocio la
proteina anti-apoptotica Bcl-2, sélo en el control de macréfagos no estimulados (panel B).

Como control de carga se utilizé la a-tubulina.

Sanguinarina (nM)

0 50 100 250 Mo

A) —
—

B)

Bcl-2

Figura 7. Identificacion de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2 en extractos totales de los

promastigotes de L. major incubados con el compuesto sanguinarina. Extractos totales (40ug
de proteina) de los promastigotes de L. major (A) y L. mexicana (B) incubados con diferentes
concentraciones de sanguinarina: 50, 100 y 250 nM. Como control de carga se utilizo la a-tubulina.
Mé: Extracto total de macréfagos no estimulados
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6.8 Identificacion de la proteina pro-apoptética Bax en extractos totales de los
promastigotes de ambas especies de Leishmania. En la Fig. 9A se encontré un
reconocimiento del anticuerpo a-Bax en un peso molecular de aproximadamente 250kDa
en todos los extractos totales de promastigotes de L. major previamente incubados con la
sanguinarina y en aquellos en donde los promastigotes no fueron incubados con el
inhibidor. Sin embargo, el control de macréfagos con camptotecina (un inductor de
apoptosis) se observé un reconocimiento 25kDa que corresponde al peso molecular
esperado para la proteina Bax. En el panel inferior se muestra el control de a-tubulina. Por
otro lado, cuando se analizé Bax en los extractos totales de promastigotes de L. mexicana
previamente incubados con 50, 100 y 250 nM de sanguinarina, hubo reconocimiento
Unicamente en el extracto total de los promastigotes a los que no se les afadi6 el inhibidor
a un peso molecular de aproximadamente 250kDa. Del mismo modo, se observé una
molécula de 25kDa que corresponde al peso molecular esperado para la proteina Bax en
los macréfagos con camptotecina. En el panel inferior de cada western blot se muestra el

control de a-tubulina.
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Figura 8. Identificacion de la proteina pro-apoptética Bax en los extractos totales de los

promastigotes de ambas especies de Leishmania incubados con el compuesto
sanguinarina. Extractos totales de promastigotes (40ug de proteina) de L. major (A) y L. mexicana
(B) incubados previamente con la sanguinarina a diferentes concentraciones: 50, 100, 250nM.

Como control de carga se utilizé la a-tubulina. M$ + C: macrofagos estimulados con camptotecina.

58



6.9 Andlisis de la fosforilacion de la cinasa MAPp38 en los extractos totales de los
promastigotes de L. major y L. mexicana incubados durante tres dias con la
sanguinarina. En la Fig. 7 se analiz6 la fosforilacion de la cinasa MAPp38 en los
extractos totales de los promastigotes de L. major incubados con 250nM de sanguinarina
y se encontrd la fosforilacion de la cinasa MAPp38, lo cual no se observd en el extracto
total de los promastigotes que no fueron incubados con la sanguinarina. Sin embargo, en
los promastigotes de L. mexicana que se incubaron con 250nM de sanguinarina no se
present6 la fosforilacién de la cinasa MAPp38, pero los promastigotes que no fueron
incubados con el inhibidor presentaron la fosforilacion de esta enzima. Como control de

carga se utilizé la a-tubulina.

L. mexicana L. major

Sanguinarina - + - + Mo+LPG

‘ - . - - . o-tubulina

Figura 9. Fosforilacion diferencial de la cinasa MAPp38 en promastigotes de L. major y L.

mexicana en presencia y ausencia del compuesto sanguinarina. Extractos totales de los
promastigotes (40ug de proteina) de L. major y L. mexicana incubados previamente con la
sanguinarina a una concentracion de 250nM (+) y en ausencia del inhibidor (-) (panel

superior). Como control de carga se utilizé la a-tubulina (panel inferior).
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VII. Discusioén

A mediados de los afios 90, se describi®6 una muerte de tipo apoptética en tres
difererentes especies de trypanosomatidos: Trypanosoma cruzi, T. brucei y Leishmania
amazonensis. Estos reportes fueron seguidos por un gran nimero de descripciones de
muerte celular programada, muerte de tipo apoptética o apoptosis en organismos
unicelulares. Muchas preguntas acerca de la maquinaria bioquimica que se encarga de
ejecutar y controlar dichos eventos apopt6ticos adn no esta muy estudiada. Sin embargo,
la disponibilidad de herramientas bioquimicas que identifican los componentes de este
tipo de muerte, disminuye progresivamente la brecha en el conocimiento acerca de la
muerte de los parasitos protozoarios (El-Hani et al.,, 2012; Smirlis et al., 2010). La
sanguinarina, un alcaloide extraido de la planta Sanguinaria canadensis ha sido reportado
como un inductor de la apoptosis a través de la inhibicion de la proteina fosfatasa PP2C.
Aunque el mecanismo todavia es desconocido, se ha propuesto un modelo de induccion
de la apoptosis a través de la fosforilacion de la cinasa MAPp38 (Aburai et al., 2010). Si
bien esta descrito que la PP2C de L. major y L. mexicana posee las mismas
caracteristicas que la PP2C de mamiferos, también se ha demostrado que la actividad
enzimética de fosfatasa de esta PP2C es inhibida por el compuesto sanguinarina

(Escalona-Montaiio, 2007; Zufiiga-Fabian, 2014).

La exposicion de los promastigotes de L. major y L. mexicana a un compuesto
inductor de apoptosis como lo es la sanguinarina (Aburai et al., 2010; Hossain et al., 2011;
Malikova et al., 2006) demostré caracteristicas clasicas de la apoptosis en mamiferos. La
primera caracteristica observada fue la contraccion celular durante el dia 2 de cultivo con
las concentraciones 50, 100 y 250nM de sanguinarina (Fig. 1.2; 1.5). La segunda
caracteristica representativa de muerte celular programada observada en este trabajo fue

la morfologia redondeada, la cual fue evidente en el dia 3 de cultivo con las
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concentraciones de 50 y 100nM de sanguinarina (Fig. 1.3, paneles c y d; Fig. 1.6, paneles
c y d). La tercera caracteristica observada fue la notable presencia de detritos con la
concentracion 250nM de sanguinarina en el dia 3 de cultivo (Fig. 1.3, panel e; Fig. 1.6,
panel e). Estos datos consolidan la informacién existente de muerte celular de tipo
apoptdtica en los promastigotes de otras especies del género Leishmania expuestos a
agentes pro-apoptoticos como el medicamento antiprotozoario miltefosine (Paris et al.,
2004) y a derivados de ROS, como el H;O, (Das et al., 2001) donde también se
observaron estas tres caracteristicas clasicas de la apoptosis: la contraccion celular, el

redondeamiento celular y la presencia de detrito celular.

Dado que el compuesto sanguinarina ha sido reportado como un inhibidor del
crecimiento celular (Ahmad et al., 2000) se prosiguié a analizar el crecimiento de los
promastigotes de L. major y L. mexicana incubados con dicho compuesto donde se
observo una reduccién del crecimiento en el dia 3 de cultivo con la concentracion 100nM
de sanguinarina y una ausencia total del crecimiento con la concentracién 250nM de
sanguinarina (Fig. 2). En nuestro laboratorio se esta estudiando la ausencia del
crecimiento de los promastigotes de L. major al ser incubados con la sanguinarina a
concentraciones muy altas (250nM - 1uM) (Escalona-Montafio, en preparacion).
Asimismo, el uso de otros extractos de plantas, como la diospirina, ha demostrado tener
efectos anti-proliferativos en promastigotes de L. donovani (Mukherjee et al., 2009). Los
datos descritos en el presente trabajo con respecto al crecimiento de los promastigotes de
ambas especies demostraron otra caracteristica esencial de la apoptosis, la inhibicién de

crecimiento celular.

Por otro lado, la participacion de las proteinas fosfatasas en la via de muerte

celular de mamiferos ha sido ampliamente estudiada demostrando que éstas tienen un
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papel determinante para la supervivencia y muerte de la célula (Garcia et al., 2003; Sun et
al., 2012; Van Hoof et al.,, 2003). En parasitos protozoarios, la participacién de las
proteinas fosfatasas y en particular de la PP2C ha sido poco estudiada. Hasta el
momento, sélo se ha estudiado que la actividad enzimatica de fosfatasa de la PP2C
recombinante de L. major y L. mexicana es inhibida por el compuesto sanguinarina
(Escalona-Montafio, en preparacion; Zufiga-Fabian, 2014). Ahora bien, recientemente se
ha reportado que la sanguinarina (cuyos efectos anti-proliferativos ya han sido
mencionados anteriormente) tiene un efecto inhibitorio de la actividad enzimética de la
PP2C en células tumorales HL60 (Aburai et al., 2010). Es por esto que se utilizd la
sanguinarina a diferentes concentraciones en un cultivo in vitro y en los extractos totales
de esos parasitos la actividad enzimética de fosfatasa fue inhibida de manera dosis-

dependiente (Fig. 3).

Hasta este momento, en el presente trabajo, se ha demostrado que la
sanguinarina induce una muerte celular programada de tipo apoptética en los
promastigotes de L. major y L. mexicana y ademas se ha comprobado que existe
inhibicion de la actividad enzimatica de fosfatasa de la PP2C en los extractos totales de

estos parasitos.

Se ha mencionado con anterioridad que la sanguinarina es un inductor de la
apoptosis, también ha sido descrito que este compuesto alcaloide inhibe la actividad
enzimatica de fosfatasa de la PP2C induciendo apoptosis en células tumorales (Aburai et
al., 2010). Dados estos reportes y los antecedentes de fragmentacién nuclear en células
tumorales a través de la incubacion con sanguinarina (Malikova et al., 2006) se prosiguio
a analizar la fragmentacion del DNA (otra caracteristica tipica de la apoptosis) por medio
de la técnica de TUNEL en los promastigotes de L. major y L. mexicana. Si bien se
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observé una tincion en los promastigotes de ambas especies que no fueron incubados
con la sanguinarina, ésta se incrementd conforme a las diferentes 50, 100 y 250nM de
sanguinarina (Fig. 4.1; 4.2). La fragmentacion nuclear ha sido descrita con anterioridad en
otros parasitos protozoarios, como Toxoplasma gondii, en donde también se observ6 una
muerte basal y un incremento en la tincion de acuerdo a las diferentes condiciones a las

gue fueron sometidos (Ni Nyoman, 2013).

Otra caracteristica importante de la apoptosis es la traslocacion de fosfatidilserina
(Sun et al., 2012). Para comprobar la muerte celular de los promastigotes de L. major y L.
mexicana al estar incubados con el compuesto sanguinarina y habiendo demostrado la
inhibicion de la actividad enzimética de la PP2C por este alcaloide, se analiz6 por
citometria de flujo la traslocacién de fosfatidilserina y se demostré que en la concentraciéon
250nM y con el control positivo de glucantime (Fig. 5) hubo mayor traslocaciéon. No sélo
los parasitos protozoarios del género Leishmania han demostrado tener traslocacion de
fosfatidilserina, también lo ha hecho T. gondii (Ni Nyoman, 2013) al estar en contacto con
otros compuestos apoptogénicos. Esto revela que, aunque Leishmania utiliza este
mecanismo para ser fagocitado por el macrofago, también da paso a tener una
caracteristica mas que fortalece la hipétesis de una apoptosis en organismos protozoarios

unicelulares.

Es en este punto del trabajo en donde una vez demostrada la inhibicion de la
PP2C mediante el compuesto sanguinarina y dado que esta reportado que dicha
inhibicion induce la muerte celular se prosiguié a analizar marcadores mas especificos de
la apoptosis en los promastigotes de L. major y L. mexicana. Sin embargo, es aqui donde
se comienzan a observar diferencias interespecificas que seran discutidas mas adelante.
Uno de los marcadores moleculares clasico de la apoptosis es la PARP, la cual se
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demostré que esta presente en los extractos totales de L. major, lo cual indica que existe
fragmentacién del DNA del parasito (Fig. 6). Sin embargo, en los extractos totales de L.
mexicana se identific6 estd proteina en todas las condiciones. Lo reportado hasta el
momento es una inhibicién de la expresion génica del mMRNA de la PARP en un lapso de

6-48h con miltefosina en los promastigotes de L. infantum (Khademvatan et al., 2011).

En mamiferos, la regulacion de la via apoptoética intrinseca se da por la proteina
Bcl-2 (anti-apoptoética) y en la familia Trypanosomatidae no se ha reportado la presencia
de dicha proteina (Smirlis, 2011) y, al menos en los extractos totales de los promastigotes
de L. major se identificé dicha proteina en el peso referido de 24kDa en la literatura (Fig.
8), en cambio, para los extractos totales de los promastigotes de L. mexicana esta
proteina anti-apoptoética no es reconocida por el anticuerpo o-Bcl-2. Es por esto que se
prosiguié a realizar un BLAST con la base de datos NCBI y con la secuencia del
anticuerpo utilizado en este experimento. Esta proteina Bcl-2 estad reportada como la
isoforma 3 de Homo sapiens (Fig. 10). Se realizé el BLAST en la base de datos NCBI y se
obtuvieron alineamientos para proteinas hipotéticas conservadas (Fig. 11), una de ellas
con una longitud de 233 aminoacidos resulté ser la que el anticuerpo reconocié, pues su

peso aproximado fue de 25.63 kDa.
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Display Settings: [+) FASTA

apoptosis regulator Bcl-2 beta isoform [Homo sapiens]

MCBI Reference Sequence: NP_000648 .2
GenPept Graphics

>gil|72198346 | ref|NPF_000648.2| apoptosis regulator Bcl-2 beta isoform [Homo

sapiens]
MAHLGRTGY DHRE IVHME Y THY KL SQRGYEWDAGDVGALRPPGARPAPGIFSSQPGHTPHPRALSEDPVARTS

FLOTEPARPGRARAGPAL.SPVPEVVHLT LEQAGDDFSERYRRDFAEMS SQLALTFFTARGRFATVVEELFRD
GVHNWGRIVAFFEFGGVMCVESVNREMSPLVDNIALWMTEY LNRHLATWIQDNGEWVERALGDVSLG

Figura 10. Secuencia de aminoacidos 1-205 del anticuerpo Bcl-2.
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Figura 12. Alineamientos representativos de L. mexicana para la isoforma b de la proteina

Bcl-2 de Homo sapiens




En contraparte, la ausencia de reconocimiento del anticuerpo en los extractos
totales de L. mexicana esta determinado por la presencia de proteinas hipotéticas de altos
pesos moleculares obtenidas en los alineamientos de la proteina Bcl-2 isoforma  de

Homo sapiens (Fig. 12).

Como proteina antagonista de la via apoptética en mamiferos, se encuentra la
proteina pro-apoptotica Bax. En este trabajo se encontré que esta proteina se presenta en
los extractos totales de los promastigotes de ambas especies de Leishmania pero en un
peso molecular de aproximadamente 250kDa, paralelamente se observé el control
positivo en donde la literatura le refiere (Fig. 9). Sin embargo, en los extractos totales de
los promastigotes de L. major se identific6 esta proteina en todas las condiciones
experimentales, mientras que en los extractos totales de los promastigotes de L.
mexicana esta proteina se identific6 en aquellos extractos totales de promastigotes a los
que no se les afiadid el inhibidor. Esta proteina Bax no se ha reportado en los
tripanosoméatidos (Smirlis, 2011), sin embargo el Unico antecedente mas cercano es la

participacion del parasito L. major con la proteina Bax de humano (Arnoult et al., 2002).

Continuando con lo reportado a través de la inhibicion de la PP2C con
sanguinarina en células tumorales HL60 y la induccion de apoptosis a través de la
fosforilacion de la cinasa MAPp38 (Aburai et al., 2010) se encontr6 de manera
contundente una fosforilacién diferencial en la cinasa MAPp38 (Fig. 7) bajo diferentes
condiciones, con lo cual se incrementan las diferencias entre las especies de los
promastigotes de Leishmania y segun con lo reportado, esta cinasa MAPp38 esta

involucrada en la muerte y la supervivencia celular (Koul et al., 2013).
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La via apoptotica de los miembros de la familia Trypanosomatidae ha sido poco
estudiada y los reportes son escasos (Smirlis, 2010). Sin embargo, se han identificado
algunas moléculas que sugieren que la ruta sigue los pasos de la via intrinseca en
mamiferos. La participacion de la proteina fosfatasa PP2C sugiere una relevancia
especifica en los eventos relacionados a la apoptosis. El estudio de esta ruta, a través de
las proteinas descritas en este trabajo, proporcionara un gran avance en las cascadas de
sefializacion involucradas en la apoptosis de la familia Trypanosomatidae, en especial, del

género Leishmania.
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VIII. Conclusiones

e La sanguinarina inhibe el crecimiento y la actividad de fosfatasa en ambas
especies de Leishmania.

e La sanguinarina induce la fragmentacion nuclear y la traslocacion de
fosfatidilserina en ambas especies de Leishmania.

e Se encontraron diferentemente expresadas en L. major y L. mexicana las
proteinas Bcl-2 y Bax reportadas en mamiferos.

e La sanguinarina induce la fosforilacién de la cinasa MAPp38 y la apoptosis en los

promastigotes de L. major.

IX. Perspectivas

Este es el primer estudio de muerte tipo apoptética que se realiza en dos especies del
género Leishmania y donde se demuestra la presencia de marcadores apoptéticos de tipo
‘candnicos’ de mamiferos. Estudios mas especificos como inmunoprecipitaciones podrian
develar la ruta y la participacion de las proteinas identificadas en este trabajo asi como

determinar si la PP2C es una proteina reguladora de esta muerte de tipo apoptotica.
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