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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad causada por los parasitos del género Leishmania spp.
En el modelo murino se ha establecido que la cepa BALB/c y C57BL/6 son un modelo de
susceptibilidad y resistencia respectivamente a la infeccion por promastigotes de L. major.
Esta susceptibilidad y resistencia dependen de la modulacion de varias vias de sefalizacion
en las que el parasito participa, de esta forma facilita la infeccion de la célula hospedera.
Dentro de estas vias se encuentra la via de sefalizacion JAK/STAT activada por IFN-y, la
cual es muy importante para la generacion de oxido nitrico (NO) ya que se ha demostrado
que una mayor produccion de NO favorece a la resolucion de la enfermedad. Leishmania es
capaz de desregular la via de sefializacién JAK/STAT mediante la activacién de la proteina
fosfatasa tirosina SHP-1 del macréfago. Sin embargo, existen otras proteinas fosfatasas
propias del parasito que podrian ser cruciales para el progreso de la enfermedad, por
ejemplo se ha reportado la presencia de la proteina fosfatasa serina/treonina PP2C en L.

major de la cual se desconoce su papel en el establecimiento de la infeccion.

En el presente trabajo se analiz6 la participacion de la proteina fosfatasa PP2C de L. major
en la fosforilacion de STAT-1 y en la produccidén de 6xido nitrico en los macrofagos de la
linea celular Raw 264.7 y en los macrofagos peritoneales de ratones BALB/c y C57BL/6. Se
encontro que la proteina fosfatasa PP2C provoca la disminucion de la fosforilacion de STAT-
1 en los macréfagos estimulados con IFN-y y ademas incrementa la produccion de NO. Por
otro lado se observd que la fosforilacion de STAT-1 es mayor en los macrofagos C57BL/6,
asi como la produccion de NO. Los resultados de este trabajo sugieren que la PP2C del
parasito puede ejercer un papel muy importante en la regulacion de la via de sefalizacidn

JAK/STAT asi como en la produccion de 6xido nitrico.
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I. INTRODUCCION

1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad que puede ser causada por varias especies
del protozoario parasito intracelular obligado Leishmania (L.). Algunas de estas
especies son Leishmania major, L. mexicana, L. braziliensis, L. panamensis, L.
chagasi, L. donovani, L. amazonensis, entre otras. Este parasito es transmitido al
hospedero mamifero (humanos, perros, marsupiales entre otros) por diferentes
especies de la mosca del género Lutzomyia para el continente americano y el
género Phlebotomus en el Viejo Mundo ™.

Se estima que las infecciones por Leishmania afectan a mas de 12 millones de
personas en todo el mundo, con dos millones de casos nuevos cada afio .

En México, el agente causal de la leishmaniasis cutanea es L. mexicana que se
encuentra distribuida principalmente en los estados de Chiapas, Oaxaca,
Campeche, Quintana Roo, Tabasco con la mayoria de casos clinicos, asi como en
Veracruz, San Luis Potosi, Tamaulipas, Nuevo Leén, Coahuila, Michoacan, Jalisco

y Nayarit @,

1.2 Manifestaciones clinicas

El hombre que es infectado con el parasito L. mexicana puede desarrollar dos
formas clinicas como: la leishmaniasis cutanea localizada (LCL) y la leishmaniasis
cutanea difusa (LCD). Asimismo, en Asia y Africa, la LCL puede ser causada por
L. major. La leishmaniasis mucocutanea (LMC) esta asociada a L. braziliensis y la

leishmaniasis visceral (LV) es causada principalmente por L. donovani, por lo que




el desarrollo de la enfermedad dependera de la especie del parasito y la respuesta
inmune del hospedero que puede variar seguin edad y sexo .

La LCL es generalmente indolora y limitada a la piel, sin afectar los tejidos
subcutaneos, caracterizada por la presencia de Uulceras, con borde elevado
definido que pueden ser unitarias aunque si los parasitos se propagan a través de
los vasos linfaticos, pueden producir lesiones secundarias en la piel. En la LCD las
lesiones se dispersan ampliamente en la piel dafando tejidos subcutaneos. La
LMC es caracterizada por ulceras producidas generalmente en nariz y boca donde
la inflamacion exacerbada induce necrosis que puede destruir completamente el
tabique nasal, en algunos casos afectando la faringe y la laringe. La LV presenta
el cuadro clinico mas severo caracterizado por la presencia de fiebre,
hepatoesplenomegalia, pérdida de peso y pancitopenia (reduccién de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas) “.

Los distintos cuadros clinicos evidencian que las diversas especies de Leishmania
han desarrollado multiples estrategias para evadir los efectos microbicidas y para

manipular las vias de sefializacion del macréfago ©.

1.3 Ciclo de vida de Leishmania spp.

El parasito Leishmania se transmite por la picadura de una mosca hembra;
mientras la mosca se alimenta de la sangre del mamifero, en la piel inocula los
promastigotes metaciclicos, los cuales son fagocitados por los macréfagos, células
dendriticas y neutréfilos. Al interior de estas células fagociticas, en el
fagolisosoma, los promastigotes se transforman en amastigotes, siendo el lugar en

donde por fision binaria proliferan los amastigotes hasta lisar a la célula




hospedera, los cuales son liberados y son fagocitados por nuevas células, de esta
forma los parasitos son protegidos para su crecimiento y multiplicacién. El ciclo es
cerrado una vez que las moscas ingieren células infectadas con amastigotes.
Dentro de las moscas las células fagociticas se lisan y dan lugar a la liberacion de
los parasitos en forma de amastigote que se transformaran rapidamente en
promastigotes, los cuales se alojan en el tubo digestivo del vector 39 (Fig. 1).
Los promastigotes son moviles, fusiformes, miden entre 10 a 20 ym de largo, de 1
a 5 um de ancho y tienen un flagelo anterior.

Los amastigotes son de forma redonda, presentan un pequefio flagelo llamado

rizoplasto y son inmoviles, miden de 2 a 5 ym de diametro.
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp.

1. Inoculacion de promastigotes metaciclicos a través de la picadura de la mosca Lutzomyia sp. 2. Fagocitosis
de promastigotes de Leishmania por macrofagos u otras células fagociticas. 3. Diferenciacion de
promastigotes a amastigotes en el interior del macréfago. 4. Proliferacion de amastigotes por fision binaria.
5. Lisis del macrofago y liberacion de los amastigotes. 6. Infeccion de otras células a partir de los amastigotes
liberados. 7. Ingestion de células infectadas por la mosca Lutzomyia al alimentarse de sangre.
8. Transformacion de amastigotes a promastigotes prociclicos en el intestino medio de la mosca.
9. Diferenciacion a la forma infectiva del parasito en el intestino anterior, de promastigote prociclico a
metaciclico. Modificado de National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) (o)
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1.4 Modelo murino en leishmaniasis

En el estudio de la leishmaniasis provocada por L. major se han utilizado distintas
cepas de ratones. Los ratones BALB/c son considerados como una cepa
susceptible a la leishmaniasis por tener un desarrollo progresivo de las lesiones ya
que parece comprometida en el control de la infeccion. En cambio la cepa de
ratones C57BL/6 se ha considerado como la cepa resistente a la infeccién por L.
major. Esto es debido a que tiene mejor controlada la enfermedad, ya que a
tiempos tempranos de la infeccion las células infectadas logran destruir con mayor

eficiencia al parasito ",

1.5 Moléculas del parasito Leishmania y su papel ejercido en la modulacién

de la respuesta inmune

1.5.1 Lipofosfoglicano (LPG). Es una de las moléculas de mayor abundancia
en la superficie de los promastigotes, esta compuesto principalmente de unidades
repetitivas de disacaridos y fosfatos, unidos a la membrana por un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). La estructura del LPG varia entre las especies de
Leishmania. Asimismo, la abundancia del LPG varia en los diferentes estadios, los
promastigotes prociclicos estan cubiertos por un glicocalix de 7 nm de grosor y en
los promastigotes metaciclicos el grosor es de 17 nm, en cambio los amastigotes
presentan poco LPG 2,

El LPG juega un papel muy importante en la supervivencia del parasito y en la
modulacién de la respuesta inmune, por lo que la abundancia de éste en la

superficie ha sido asociada con la resistencia de los promastigotes metaciclicos al
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ataque por complemento y a la fagocitosis de los promastigotes por el macréfago
(% en la proteccion del parasito contra las hidrolasas del fagolisosoma, en la
reduccion de la produccion de citocinas como IFN-y y TNF-a, asi como la
inhibicion de senales intracelulares como la via de la proteina cinasa C (PKC) vy la

inhibicion de la fusion del fagolisosoma y la produccion de estallido oxidativo .

1.5.2 Glicoproteina gp63. También conocida como leishmaniolisina es una
metaloproteasa dependiente de zinc. Es una molécula de superficie importante ya
que es la proteina mas abundante que cubre a los promastigotes de Leishmania
(1 Al igual que el LPG, la expresion de gp63 se encuentra reducida en el
amastigote 9.

Estudios realizados han demostrado que la glicoproteina gp63 juega un papel muy
importante en la fijacion del complemento, ademas la proteina protege al parasito
contra péptidos antimicrobianos tales como las defensinas y el pexiganano
(péptido de 23 aminoacidos con actividad microbicida) 7.

Diferentes receptores de los macréfagos participan en la fagocitosis de
Leishmania sp., sin embargo también se considera que la gp63 maximiza la unién
e internalizacién del promastigote dentro del macréfago a través de su interacciéon

con el receptor de integrina a/f promoviendo la adhesién dependiente de

complemento ¥

1.5.3 Proteinas fosfatasas. Las vias de sefalizacion son reguladas por
eventos de fosforilacién y desfosforilacion de proteinas donde participan las

proteinas cinasas y las proteinas fosfatasas. La desfosforilacion esta dada por

——
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proteinas fosfatasas que son las que catalizan la separacion de grupos fosfato de
residuos de aminoacidos especificos, las proteinas fosfatasas han sido
clasificadas en 3 familias principales. 1) La familia de las proteinas fosfatasas de
tirosina (PTP), que incluyen tanto fosfatasas especificas de tirosina (Tyr) como
fosfatasas de especificidad dual (DsPTPs) las cuales pueden desfosforilar
residuos de S/T y Tyr ", Dentro de las PTPs se incluyen la PTP1B, las proteinas
fosfatasas SHP-1, SHP-2 y la fosfatasa CD45 (Fosfatasa de diferenciacion del
linfocito) 2) La familia de las fosfoproteinas fosfatasas (PPP) que tienen como
sustrato residuos de serina y/o treonina (S/T) tales como la proteina fosfatasa 1
(PP1), PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 y PP7 y 3) La familia de las proteinas
fosfatasas dependientes de metales (PPM) que incluye a las fosfatasas que
desfosforilan en residuos de S/T y que ademas su funcidn catalitica es
dependiente de los iones manganeso/magnesio, esta familia esta representada
por la proteina fosfatasa 2C (PP2C) ?°.

En mamiferos se han encontrado 16 genes en el genoma humano que codifican
para alrededor de 22 isoenzimas de la proteina fosfatasa PP2C, entre las cuales
se encuentran PP2Ca, PP2C, PP2Cy, PP2C &, PP2Cg, PP2C(, PP2Cn, PP2Ck, y
PP2C de activacion de células T (TA-PP2C) ?" asimismo se han encontrado PP2C
homdlogas en levaduras, en la planta Arabidopsis thaliana, en el nematodo
Caenorhabditis elegans y el protozoario Paramecium tetraurelia ** %), La actividad
enzimatica de la proteina fosfatasa PP2C es insensible a los inhibidores acido
okadaico, tautomicina y caliculina, los cuales inhiben a las proteinas fosfatasa PP1
y PP2A @ Existe un inhibidor no clasico para proteinas fosfatasas S/T de la

familia PPM que es el alcaloide sanguinarina derivado de la planta Sanguinaria
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canadensis, la cual es un inhibidor potente y especifico de la proteina fosfatasa

PP2C @,

1.5.3.1 Proteinas fosfatasas PTPs y PP2C en Leishmania
El parasito Leishmania presenta diversas proteinas fosfatasas, en el genoma de L.
major se han encontrado 88 genes para fosfatasas, de las cuales 8 son PTPs, 22
son fosfatasas duales y 58 son fosfatasas S/T, de estas 58 proteinas, 15 son
fosfatasas PP2C “®.
En Leishmania, las PTPs participan en el proceso de diferenciacién de la fase de
promastigote a la fase de amastigote ®. En L. major y L. donovani se ha
encontrado que la proteina fosfatasa PTP1 permite la sobrevivencia de los
amastigotes in vivo #",
También se ha demostrado que L. major presenta PTPs de membrana que se
encuentran incrementadas en los promastigotes metaciclicos en la etapa infectiva
@® En promastigotes metaciclicos de L. mexicana se ha reportado que la
inhibicion de las fosfatasas PTPs del parasito e infectar macréfagos con estos hay
una reduccion de la carga parasitaria “?, ademas se ha encontrado que
promastigotes metaciclicos de esta misma cepa secretan una PTP al medio de
cultivo ©?,
Se ha reportado una proteina fosfatasa de S/T identificada como PP2C en
promastigotes de L. chagasi ®".También la proteina fosfatasa PP2C de L. major
fue clonada y purificada, identificada en el bolsillo flagelar de promastigotes lo cual

podria indicar que se esta secretando al exterior del parasito ©2.
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En nuestro laboratorio se clon6 y purific6 mediante cromatografia de afinidad la
proteina fosfatasa PP2C de 44.9 kDa de L. major, la cual fue utilizada para
generar anticuerpos contra esa proteina. Los anticuerpos permitieron identificar a
la proteina fosfatasa PP2C en el flagelo de los promastigotes de L. major ®2.

Ademas se demostréo que la incubacion de promastigotes de L. major y L.
mexicana con el compuesto sanguinarina inhibid la actividad enzimatica de la
proteina fosfatasa PP2C. La concentracion de 250 ng indujo la apoptosis de
promastigotes de L. major y L. mexicana y sélo en L. major, la inhibicion de la

34)

actividad de PP2C indujo la fosforilacion de la MAP cinasa p38

1.6 Modulacion de la via de senalizaciéon JAK/STAT

1.6.1 Activacion de la cascada de senalizacion JAK/STAT
Se ha demostrado que las proteinas participantes en la via de sefializacion JAK-
STAT son necesarias para numerosas respuestas bioldgicas inducidas por
citocinas como la proliferacién, diferenciacion, migracion celular y la apoptosis ©°.
El mecanismo de sefalizacion de las citocinas como IL-4, IL-6, IFN-a e IFN-y
depende principalmente de la activacion de dos familias de proteinas: las Janus
cinasas (JAKSs) y los transductores de senales y activadores de la transcripcion
(STATSs).
La familia de las JAKs son proteinas con actividad tirosina cinasa, la cual esta
conformada por cuatro miembros: JAK 1, JAK 2, JAK 3, y la tirosina cinasa 2 (TYK
2), las cuales presentan un elevado grado de homologia en una serie de dominios

conservados denominados JH (homologia JAK), cada uno contiene un dominio

JH1 el cual presenta actividad tirosina-cinasa y un dominio JH2 que es un dominio
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pseudo-cinasa encontrado en el carboxilo terminal, que efectua una funcion
reguladora. El dominio JH3 presenta secuencias homologas con los dominios
SH2 (Dominio homodlogo conservado Src  2), que es probablemente la zona
encargada de unir residuos fosfotirosina. Por ultimo en el extremo amino terminal,
entre el dominio JH4 al JH7 poseen un dominio FERM el cual comprende de 4
proteinas asociadas al citoesqueleto: la proteina 4.1, ezrina, radicina y moesina.
Este dominio dirige la asociacidén estable con motivos de receptores proximales a
la membrana, como los receptores de citocinas .

Las proteinas STATs son factores de transcripcion integrada por 7 miembros
llamados STAT- 1, STAT- 2, STAT- 3, STAT- 4, STAT- 5a, STAT- 5b y STAT- 6,
los cuales, en ausencia de estimulo se encuentran en el citoplasma
transcripcionalmente inactivas. Estan formados por siete dominios conservados,
uno de ellos, el dominio SH2, el cual reconoce residuos fosfotirosina, esencial para
la union con las JAKs y para la dimerizacion de los STATs ¢,

La activacion de la via JAK/STAT esta dada por la uniéon de una citocina a su
receptor de superficie que lleva a la dimerizacion del receptor y la subsecuente
activacién de las JAKSs, las cuales estan constitutivamente asociadas al receptor.
Los residuos tirosina especificos del receptor (en su dominio intracelular) son
entonces fosforilados por las JAKs activados que sirven como sitios de union para
los factores de transcripcion STATs ©”. Los STATs son entonces fosforilados por
los JAKSs, y posteriormente estos STATs fosforilados se disocian del receptor y
forman homodimeros o heterodimeros (dimerizados a través de sus dominios

SH2) ©®® Los dimeros de STAT fosforilados son posteriormente translocados al

nucleo, donde ellos se unen a secuencias especificas de DNA en los promotores
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de los genes blanco (Fig. 2), regulando asi la transcripcion de genes como el
factor regulador de interferén 1 y 9 (IRF-1 y IRF-9), la sintasa del éxido nitrico

inducible (iNOS) y la secuencia de activacion de IFN-y (GAS) ©.

Fosforilacidn en tirosina de

G Ligando Receptor STAT
O
, Membrana
plasmatica
JAK (P)
(P}
1 STAT
STAT gsmr

/ Nucleo

Figura 2. Via de senalizacion JAK/STAT

Secuencia de fosforilaciones en tirosina desencadenadas por la interacciéon receptor-citocina. La dimerizacion
del receptor permite la transfosforilacion y activacion de las Janus cinasas. Seguido por la fosforilacion de los
residuos tirosina del receptor y el reclutamiento de los factores de transcripciéon STAT. Enseguida sucede la
fosforilacion en tirosina de STAT. Se forman dimeros de STAT a través de sus dominios SH2, permitiendo la
translocacion al ntcleo “?.

La duracion de la activacion de STAT tipicamente oscila entre unos pocos minutos
a un par de horas en condiciones fisiolégicas normales, y se ha encontrado ser
constitutivamente activo en lineas celulares tumorales humanas especialmente

para STAT-1, STAT3, y STAT5 “".
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El factor de transcripcion STAT-1 induce la expresion de INOS y citocinas
proinflamatorias tales como IL-13, IL-12 y TNF-a las cuales participan en el control
y eliminacién de varios microorganismos como parasitos, bacterias y virus.
Ademas se ha encontrado que STAT-1 participa en la acidificacién del fagosoma
la cual es independiente de IFN-y.

El IFN- y es una glicoproteina homodimérica y las principales células productoras
de IFN- y son los linfocitos y las células NK.

El receptor del IFN-y (IFN-yR) estd formado por dos subunidades llamadas
IFNYR1 e IFNyYR2, cada una formada por dos cadenas polipeptidicas a 'y .

La cadena IFN-yRa juega un papel importante en la union al ligando mientras que
IFN-yRB es requerido para la transduccion de sefiales del IFN-y “2).

Las funciones de IFN-y son mediadas via IFN-yR en la cual se involucran las

cinasas JAK1/JAK2 asociadas a receptor y el factor de transcripciéon STAT-1.

1.6.2 Regulacién de la via de senalizaciéon JAK/STAT
La actividad de STATs puede ser regulada por modificacion de proteinas mediante
la fosforilacion de tirosina, serina, metilacion y acetilacion “*. En estas vias de
transduccion de sefales debe haber una estrecha regulacién para evitar la
excesiva estimulacion, para ello hay proteinas inhibitorias que contribuyen a la
regulacion negativa de la sefializacion de esta via, de los cuales se han
reconocido tres: PTPs tales como SHP-1 (con un dominio SH2) y la PTP CD45,
las proteinas inhibidoras de STATs activadas (PIAS) y las proteinas supresoras de

sefializacion de citocinas (SOCS) “* (Fig. 3).
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Las proteinas PIAS bloquean la union de STAT al ADN, inhibiendo de esta forma

la activacion de genes regulados por STAT.

Citocina

Membrana
plasmatica

Receptor

Nucleo

Esquema 3. Regulacién de la via de sefalizacion JAK/STAT

En citoplasma: a. Fosfatasas b. Proteinas SOCS. En nucleo: c. Fosfatasas nucleares d. PIAS “o)

La familia de las proteinas SOCS esta conformada por SOCS1, SOCS2, SOCS3,
SOCS 4, SOCS 5, SOCS 6, SOCS 7 y CIS. Las SOCS pueden ser inducidas por

citocinas como IFN- vy, IL-2, IL-3, IL-4 e IL-6, en algunos casos una citocina puede
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inhibir la sefializacién para otra citocina. Por ejemplo, la citocina IL-6 regula la
expresion de SOCS1 en linfocitos T CD4", lo cual inhibe la sefalizacion de IFN-y,
causando de esta forma, la inhibicion de la diferenciacion de los linfocitos “°.

Las proteinas SOCS podrian tener un amplio rango de accion en la regulaciéon de
la via JAK-STAT “4,

Por ejemplo, SOCS1 interactua directamente con JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2,

inhibiendo asi su actividad catalitica “® y SOCS3 puede inhibir la actividad de

JAK2, aunque SOCS3 se une con menor afinidad que SOCS1 “”.

1.6.3 Regulacién de la via JAK/STAT por proteinas fosfatasas

En distintos estudios se ha demostrado que existen proteinas fosfatasas capaces
de regular la via de senalizacion JAK-STAT, tales como las fosfatasas SHP-2,
SHP-1, CD45, PTP1B, PTP de células T (PTP-TC), Receptor tipo tirosina
fosfatasa (PTPRT)y PTP-tipo basofilo (PTPBL) “®.

La proteina fosfatasa tirosina SHP-1 es una importante molécula que regula
negativamente los tipos celulares hematopoyéticos “?. La fosfatasa SHP-1
desfosforila proteinas importantes en vias de sefalizacion, estas proteinas cinasas
pueden ser JAK1/2, TYK2, y STAT-1qa,-2,-3, -5 a/f y -6, provocando una inhibicién

de la via de senalizacion JAK/STAT.

1.6.4 Modulacion de la via de senalizaciéon JAK/STAT por Leishmania spp.
El parasito L. donovani interfiere en la sefalizacion de citocinas y se ha reportado

que los promastigotes de L. donovani inducen la expresion de SOCS3.
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SOCS3 ha sido asociado con la regulacion de algunas vias de transduccion de
sefales, ademas regula negativamente la sefializacién de citocinas, tales como IL-
4, IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-y las cuales son esenciales para las funciones inmunes
del macrofago.

Se ha demostrado que la infeccién de los macréfagos con L. donovani induce la
expresion de SOCS3, proteina que bloquea la funcion del IFN-y, lo cual resulta en
la baja activacion de los macréfagos infectados @2,

En otro estudio se demostré que STAT-1 juega un papel importante en la infeccion
de los ratones con promastigotes de L. major, ya que la produccion de oOxido
nitrico en respuesta al IFN-y establece una resistencia anti-leishmanicida. Aunado
a esto, se comprobd que los macrofagos deficientes de STAT-1 mostraron un
incremento en el pH de fagolisosoma lo cual incrementd la susceptibilidad a la
infeccion por Leishmania ©".

Por otra parte, L. donovani disminuye la expresiéon de IFN-yR en monocitos
humanos, y desregula la via de sefializacién de IFN-y por la disminucion en la
fosforilacién de tirosina JAK1, JAK2 y STAT-1a, bloqueando asi las funciones

%2 Asimismo en las lineas celulares Raw 264.7 y J774A.1 la

biolégicas de IFN-y
expresion de IFN-yRa asi como IFN-yRB decrece luego de la infeccion con
promastigotes de L. majory L. mexicana.

Sin embargo, se ha demostrado que los macrofagos murinos infectados con
promastigotes de L. major y L. mexicana reducen los niveles totales de la proteina

y de fosforilacion de JAK1 y JAK2 en los macrofagos murinos @2,
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Por otro lado, algunos investigadores observaron que L. donovani requiere de la
activacion de la fosfatasa SHP-1 del macréfago para su supervivencia dentro de
estas células fagociticas ©*.

También se ha demostrado que L. major promueve la actividad de la proteina
fosfatasa SHP-1 del macréfago, o que conduce a la desfosforilacién de residuos
tirosina de la cinasa JAK2 (fosforilacion inducible por IFN-y) ¢4,

Sin embargo, en ausencia de SHP-1 en la célula, el parasito es rapidamente
eliminado in vitro por los macréfagos a través de mecanismos microbicidas
dependientes o independientes de NO, por lo que Leishmania disminuye la
activacion de la sintasa del oxido nitrico inducible (iNOS) ©® limitando de esta
forma la destruccion de los parasitos mediado por el efecto del NO, favoreciendo
como consecuencia la progresion de la enfermedad. Se ha demostrado que el NO
juega un papel importante en el control de la infeccién por Leishmania.

Aunque, ademas de la proteina SHP-1 propia de la célula reguladas por
Leishmania, existen otras proteinas particulares del parasito que probablemente

estén actuando a favor de la infeccion de la célula hospedera.

1.7 Produccion de 6xido nitrico en la leishmaniasis

El 6xido nitrico (NO) es una molécula citotdxica la cual representa un mecanismo
de defensa generada principalmente por los macréfagos. EI NO es liberado a partir
de la conversion de L-arginina a L-citrulina, esta reaccion es catalizada por la
enzima iNOS. Durante la invasion de diversos patégenos intracelulares el NO
puede jugar un papel muy importante para el control de la infeccion, ejerciendo su

efecto microbicida en la membrana, el citoplasma o el nucleo celular, siendo el
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lipopolisacarido (LPS) una de las principales moléculas inductoras de la
produccion de NO, esta produccidén es generada mediante la via de senalizacion
de los receptores tipo Toll (TLR), activando de esta forma el factor de transcripcion
NF-kB, que se transloca al nucleo celular y se une a la regiéon promotora del gen
de la iINOS 657 %8)

Asimismo el IFN-y también induce la expresion de la enzima iINOS (en humanos,
codificada por el gen NOS2) que conduce al estallido respiratorio, formandose NO
y especies reactivas de oxigeno, provocando asi efectos citotoxicos.

Se ha propuesto que la regulacién negativa de la expresion de la INOS es a través

del complejo enzimatico PI3 cinasa (PI3K) ©9

, aunque se ha demostrado que
macrofagos deficientes de SHP-1 tienen mayor produccién de nitritos que los
macrofagos silvestres, por lo que se sugiere que las PTP también regulan
negativamente la induccion de la iNOS ©9.

Muchos microorganismos son eliminados por el efecto del NO, generalmente en
células como los macréfagos, aunque en algunas infecciones no es suficiente la
accién microbicida, tal es el caso de algunos microorganismos intracelulares como
Mycobacterium, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi y Leishmania. En el caso
de Leishmania, los macrofagos activados por citocinas como IFN-y y TNF-a
pueden destruir al parasito. Los macréfagos murinos infectados con amastigotes
de L. major inducen la sintesis de TNF-a y la accion previa del IFN-y aumenta mas
de 10 veces la producciéon de TNF-a. A pesar de esto, muchas de las infecciones
en humanos por Leishmania no resuelven favorablemente, aunque los hospederos

infectados logran controlar mejor la enfermedad cuando inicialmente hay una

mayor produccion de NO ¢,
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Asi, en los modelos murinos, in vitro, la resistencia a la leishmaniasis en
macrofagos de ratones C57BL/6 esta asociada a una alta produccion de NO en la
etapa temprana de infeccion de L. major, comparado con los ratones BALB/c que
pueden presentar 3 veces menor produccion de NO. Por lo que una alta expresion
de iNOS favorece la eliminacion del parasito Leishmania ©".

En hepatocitos de ratas estimulados con diferentes citocinas se ha demostrado
que tanto la inactivacion de PTP asi como de las proteinas fosfatasas S/T provoca
la disminucion de la produccion de NO ©?. Sin embargo en estudios de cancer, se
ha observado que la activaciéon de la proteina fosfatasa PP2A puede reducir la

(63)

produccion de NO, disminuyendo de esta forma la progresion del cancer ©7,

siendo favorable el papel regulador de las fosfatasas en las células.
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IL. JUSTIFICACION

Se ha reportado que la via de sefalizacion JAK/STAT puede ser modulada por
proteinas SOCS, PIAS y las fosfatasas como PTP1B, SHP-1 y CD45. Asimismo se
sabe que la proteina fosfatasa SHP-1 del macrofago es activada cuando el
parasito L. major infecta a esta célula. Ademas L. donovani modula la via de
senalizacion de JAK/STAT activando diversos reguladores como SOCS en el
macréfago. Por otro lado, el control de la infeccion por Leishmania esta
fuertemente asociada a la activacion de los macrofagos dada por el IFN-y ya que
juega un papel muy importante en la activacién de la via JAK/STAT, ya que puede
llevar a la produccion de oxido nitrico. Sin embargo, no se sabe si la proteina
fosfatasa PP2C de L. major participa en la fosforilaciéon de STAT-1 (Tyr 701) y en
la produccion de NO, la cual es una molécula que juega un papel muy importante

en el control de la leishmaniasis.

III. HIPOTESIS

Si la proteina fosfatasa PP2C de L. major desfosforila el factor de transcripciéon
STAT-1 (Tyr 701) entonces modula la produccién de o6xido nitrico en los

macrofagos murinos.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Analizar la participacion de la proteina fosfatasa PP2C recombinante de L. major
en la desfosforilacion de STAT-1 y en la produccion de o6xido nitrico en los

macrofagos murinos.

4.2 Objetivos Particulares:

4.2.1 Analizar el tiempo 6ptimo de fosforilacién de STAT-1 en los macrofagos
murinos de la linea celular Raw 264.7 estimulados con IFN-y.

4.2.2 Realizar una cinética de fosforilacién de STAT-1 en los macréfagos de
la linea celular Raw 264.7 incubados con la proteina fosfatasa PP2C
recombinante de L. major.

4.2.3 Analizar la fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos de ratones de
las cepas BALB/c y C57BL/6 estimulados con IFN-y.

4.2.4 Analizar la fosforilacion de STAT-1 en los macrofagos de ratones
BALB/c y C57BL/6 incubados con la proteina fosfatasa PP2C
recombinante de L. major.

4.2.5 Determinar la produccién de nitritos en los macréfagos de ratones
BALB/c y C57BL/6 después de ser incubados con la proteina fosfatasa

PP2C recombinante de L. major.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo de la linea celular de los macréfagos murinos Raw 264.7

Se cultivo la linea celular de macréfagos murinos Raw 264.7 en cajas de cultivo de
100 mm x 20 mm (Corning) con medio de cultivo RPMI suplementado con suero
fetal bovino (SFB) al 10 %, 37°C y CO,al 5 %. Después de 3 dias de cultivo, se
retir6 el medio y se realiz6 el despegado de los macréfagos con una solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X que contenia el acido etilen-diamino-
tetraacético (EDTA) a una concentracion de 5 mM durante 10 min a 37 °C. La
suspension celular se colocd en un tubo cénico de 15 ml (Corning) y se centrifugd
a 1200 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se desechd y el boton celular
se resuspendié en 1ml de medio RPMI con 10% de SFB. Las células se incubaron
a 4° C para evitar su adherencia al tubo de 15 ml. La viabilidad se determiné
mediante el conteo en una camara Neubauer utilizando como colorante vital Azul
tripan (Gibco). Posteriormente los macréfagos se sembraron en cajas de 24
pozos de baja adherencia, ajustando a 1 millén de células por pozo en un volumen

de 1 ml de medio RPMI con 10% de SFB.

5.2 Obtencion y cultivo de los macréfagos peritoneales

Se sacrificaron ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 por dislocacién cervical.
Posteriormente, se cort6 la piel del vientre de los ratones dejando al descubierto la
membrana peritoneal. Se inyectaron 10 ml de PBS 1X frio (pH 7.4) en el peritoneo
y se agitd moderadamente el peritoneo de los ratones. Después, se extrajo el

PBS del peritoneo con una jeringa de 10 ml y la suspension celular se coloco en
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tubos coénicos de 50 ml para cada cepa de raton por separado. Posteriormente la
suspension celular se centrifugd a 1200 rpm durante 10 min a 4°C y las células se
lavaron con 20 ml de PBS 1X frio. Se repitio el paso anterior y el botén celular, se
resuspendio en 1 ml de RPMI con SFB al 10%. Se determind el numero de células
vivas con el colorante vital Azul tripan. Posteriormente los macrofagos se
sembraron en cajas de 24 pozos de baja adherencia, ajustando a 1 millon de
células por pozo en un volumen de 1ml de medio RPMI con 10% de SFB. Las

células se dejaron reposar durante 24 h previo al estimulo.

5.3 Estimulo in vitro de los macréfagos de la linea celular Raw 264.7 con IFN-
Yy y obtencién de las fracciones celulares ET, FCy P

Los macréfagos fueron estimulados con el IFN-y (100 U/ml) durante 15, 30, 60 min
y durante 24 horas, asimismo se dejé una condicion sin estimulo. Transcurrido el
tiempo, los macréfagos se lavaron 3 veces con PBS 1X, se retiro el PBS y se
agrego directamente a cada pozo 40 yl de amortiguador de lisis RIPA (Tris-HCI
pH 7.4 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP-40 1%, ditiotreitol (DTT) 1mM,
mas una mezcla de inhibidores de proteasas (leupeptina 1 pg/ml, aprotinina 10
pg/ml y PMSF 1 mM) y de inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de sodio
(Na3VO4) 10mM vy fluoruro de sodio (NaF) 10 mM). La mezcla celular se retiré de
cada uno de los pozos y se colocaron en tubos eppendorf de 0.5 ml, para
favorecer la lisis celular se agitaron en un vortex cada 5 min, el procedimiento fue
realizado a 4°C. La lisis celular se verificd al microscopio utilizando azul tripan.
Para la fraccion extracto total (ET) se tomaron 20 pl y el resto se centrifugd a

12000 rpm durante 10min a 4°C, el sobrenadante o fraccion citosdlica (FC) se
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separé y la pastilla a la que se le denomin6 fraccion membranal (P) se
resuspendié en 10yl de RIPA. Se tomé6 una alicuota de cada fraccion para la
cuantificacion de proteina por el método DC (Biorad). El volumen restante de cada

una de las fracciones se guardd a -70°C hasta su uso.

5.4 Purificacion de la proteina fosfatasa PP2C recombinante de L. major

Se cultivaron promastigotes de la cepa MHOM/SV/7315-ASKH de L. major para la
obtencién del ADN. Se realizé el disefio de oligonucleétidos a partir del genoma
de este parasito, el gen encontrado en el cromosoma 25 que codifica para una
PP2C con una longitud de 1221 pares de bases y con una proteina de masa
molecular de 44.9 KDa fue amplificado utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). El producto de PCR se analizé mediante electroforesis en gel
de agarosa, la banda del peso esperado se purificd y se utilizd para clonarla en el
plasmido de expresion pET 23b (Novagen) en E. coli. Las bacterias con el
plasmido se cultivaron y mediante el kit QlAprep Spin Miniprep se obtuvo el ADN
puro. El fragmento de ADN vy el plasmido pET23b de digirieron con enzimas de
restriccion. Las digestiones analizadas mediante electroforesis se purificaron y se
usaron para la reaccién de ligacion, los productos de esta reaccion fueron usados
para transformar células competentes que luego de su cultivo se obtuvieron
colonias de expresion, las cuales contenian el plasmido con el gen Lmj PP2C con
His-Tag. Se realizé la inducciéon con isopropil B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) y
las bacterias inducidas fueron sonicadas para la obtencion del sobrenadante. La
purificacion de la enzima PP2C se realizd6 mediante la utilizacion de una

cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (Bio- Rad), usando una resina
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acoplada a niquel, seleccionando de esta forma las proteinas con residuos de
histidina. La proteina recombinante se paso6 por una columna para eliminar el LPS
presente, producto de la lisis bacteriana y la proteina purificada fue utilizada para

los estimulos in vitro ©2,

5.5 Estimulo in vitro de los macroéfagos de la linea celular Raw 264.7 y de los
macroéfagos peritoneales con IFN-y y la proteina fosfatasa PP2C

Los macréfagos fueron incubados con IFN-y (100 U/ml), PP2C (10ug/ml), y/o
polimixina B (pol B) (10upg/ml), la polimixina B es un decapéptido que se une al
lipido A del LPS, neutralizando de esta forma su accion ®. En las condiciones de
macrofagos incubadas con la proteina fosfatasa PP2C con o sin pol B el tiempo de
incubacion fue de 0.5, 1, 12, y 24 horas. En otro ensayo los macréfagos fueron
incubados con la proteina fosfatasa PP2C conjuntamente con IFN-y durante 30
min con o sin pol B. En otro experimento las células fueron incubadas con la
proteina fosfatasa PP2C (10ug/ml) por 24 horas, pasado el tiempo se les adicion6
IFN-y, dejando incubar 30 min, ademas se incubd conjuntamente la proteina
fosfatasa PP2C e IFN-y durante 30 min, asimismo se incubaron células sélo con
la proteina fosfatasa PP2C (10 pg/ml). Para cada ensayo se utilizd como control
positivo el estimulo de IFN-y durante 30 min de incubacién. De la misma forma,
se dej6 una condicion basal de macrofagos utilizado como control negativo.
Después del estimulo in vitro, los macréfagos fueron lisados con el amortiguador
de lisis RIPA. El extracto celular se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a 4°C,

el sobrenadante se pas6 a un tubo eppendorf limpio y se tomd una alicuota de
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cada condicion para la cuantificacidon de proteina. El sobrenadante restante se

guardo a -70°C hasta su uso.

5.6 Cuantificacion de proteina mediante el ensayo DC (compatible con
detergente)

Para la cuantificacion de la proteina en los sobrenadantes celulares, se utilizé el
meétodo DC, el cual esta basado en el ensayo de Lowry (Bio-Rad DC Protein
Assay). Los datos obtenidos fueron extrapolados en una curva estandar de
albumina sérica bovina (BSA). Como blanco se utilizé el amortiguador de la lisis
RIPA y se determiné la cantidad de proteina en 5 yl de muestra. Cada una de las
condiciones se realiz6 por duplicado. La placa se dejo reposar por 15 min
protegida de la luz y se leyé a 650 nm en el lector de ELISA (BIO-TEK

Instruments), los datos se analizaron en el programa KC4 v2.

5.7 Inmunodeteccioén de la proteina pSTAT-1 por Western blot

La identificacidn de la proteina STAT-1 se realizé por ensayos de Western-blot en
geles de poliacrilamida al 7.5%. Las muestras se ajustaron a 25 ug y enseguida se
les agregé amortiguador de Laemmli 2X (Glicerol, amortiguador de Tris-HCI pH
6.8, azul de bromofenol, pironina y B-mercaptoetanol), se hirvieron durante 3 min a
96°C, y se colocaron en hielo, posteriormente las muestras se cargaron en un gel
de poliacrilamida y se corrieron a un voltaje constante de 70 V durante 30 min y
consecutivamente se incremento el voltaje a 120 V durante 1 h.

Una vez terminada la electroforesis, el gel se equilibr6 en amortiguador de

transferencia durante 10 min, posteriormente las proteinas se transfirieron a
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membranas de PVDF-Immobilon (Millipore) previamente activadas con metanol
por 3 min. La transferencia se realizdé en un equipo transblot semi-seco (Bio- Rad)
durante 60 min a un voltaje constante de 20 V.

Para verificar la transferencia de las proteinas, la membrana se tifid con rojo de
Ponceau, la membrana se corté a un peso molecular aproximado de 120 kDa para
la identificacion de distintas la proteina pSTAT-1a y la proteina [(-actina
posteriormente se lavdo con TBST 1X.

La membrana transferida se bloque6 con 3% de BSA en TBST 1X durante 1 h en
agitacion constante a temperatura ambiente. Después la membrana se lavo 6
veces con TBST 1X cada 10 min.

La membrana que se corté arriba de los 120 kDa se incub6 con el anticuerpo
pSTAT-1 Tyr 701 (Cell Signalling 9170) dilucién 1:500 en 5% de leche en TBST 1X
y la membrana restante se incubd con el anticuerpo [-actina (Santa Cruz
Biotechnology, SA) dilucion 1:10000 con 1% de BSA en TBST 1X. Las membranas
se dejaron toda la noche a 4°C en agitacion constante. Al dia siguiente se les
retird el anticuerpo primario y se lavaron con TBST 1X. La membrana incubada
anteriormente con el anticuerpo pSTAT, se incubd con un segundo anticuerpo
Anti-rabbit (Cell Signalling 7074) conjugado con peroxidasa de rabano a una
dilucion 1:2000 con 1% de BSA en TBST 1X y para la segunda membrana se
incub6é con el anticuerpo secundario anti-goat (Santa Cruz Biotechnology,SA)
1:5000 en BSA 1% en TBST 1X, durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion
constante. Pasado el tiempo de incubacién, el anticuerpo se retiré y la membrana

se lavé cada 10 min durante 2 h. Por ultimo la membrana se le adiciond una
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solucion de sustrato + luminol (Pierce) por 3 min y se reveld por

quimioluminiscencia utilizando placas de revelado de la marca Kodak.

5.8 Fosforilacion especifica
Mediante densitometria con el programa Quantity One, se calculé la fosforilacion
especifica de la proteina STAT-1, la cual resulté de la division de la proteina actina

entre STAT-1 fosforilado.

5.9 Cuantificacion de nitritos por el método de Griess

Los macrofagos peritoneales obtenidos de ratones de las cepas BALB/c y
C57BL/6 se estimularon con LPS (10 ng) y/o IFN-y (100 U/ml) y/o PP2C (10 ug)
durante 24 horas. Asimismo, se dejo una condicion basal de macréfagos no
estimulados utilizados como control negativo. Al dia siguiente los sobrenadantes
de estas células se colectaron y en una placa de 96 pozos de fondo plano
(Corning), mediante el ensayo de Griess se analizé cada una de las muestras para
determinar la produccién de NO, tomando 100ul del sobrenadante de cada una 'y
se preparé una curva patron de nitrito de sodio (NaNO,;) para establecer la
concentracion de NO. Cada una de las condiciones se realizé por duplicado. Se
adicion6 0.1 ml del reactivo de Griess a cada pozo y la placa se incubé durante 10
min en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente la placa
se leyé a una longitud de onda (A) de 545 nm en el lector de ELISA (BIO-TEK

Instruments). Los datos se analizaron en el programa KC4 v 2.
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5.10 Analisis estadistico de la produccion de nitritos

La evaluacion estadistica de los datos se realiz6 mediante la prueba de ANOVA
de 2 vias, y Tukey de multiples comparaciones. Un valor de P< 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo. Todos los graficos muestran el

promedio * el error estandar.
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VI RESULTADOS

6.1 Cinética de la fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) en los macréfagos

de la linea celular Raw 264.7 estimulados con IFN-y

Los macrofagos de la linea celular Raw 264.7 se estimularon con 100 U/ml de
IFN-y durante 15, 30, 60 min y 24 horas. Los macrofagos fueron lisados y se
obtuvieron distintas fracciones como: extracto total (ET), fraccion citosdlica
(FC) y fraccibn membranal (P). En la figura 4A se muestra la fosforilacién de
STAT-1 (Tyr 701) en las fracciones con el siguiente orden: ET en los carriles 1,
4,7,10y 13; FC en las carriles 2, 5, 8, 11y 14 ; y P en los carriles 3, 6, 9, 12y
15.

Los resultados mostraron que a partir de los 15 min de estimulacion de los
macrofagos con el IFN-y, STAT-1 esta fosforilado en las fracciones ET y FC. A
los 30 min de estimulo, STAT-1 se encontr¢ fosforilado en ET, FC y P. En la
condicion de los 60 min de estimulo con IFN-y la fosforilacion de STAT-1 solo
se observo en la fraccion ET. Sin embargo, a las 24 horas no se observé la
fosforilacion de STAT-1 en ninguna de las fracciones de los macrofagos.
También fue ausente la fosforilacién de STAT-1 en los macréfagos sin estimulo
(S/E).

La B-actina se utiliz6 como control de carga. En la figura 4B se muestra el
analisis densitométrico de la fosforilacion especifica de STAT-1 en las

diferentes fracciones analizadas en 4A.
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Figura 4. Cinética de fosforilacién de STAT-1 en los macréfagos de la linea celular
Raw 264.7 estimulados con IFN-y

A. Fosforilacion de STAT-1 en Tyr 701 en las fracciones celulares de los macréfagos de la
linea celular Raw 264.7 estimulados durante 15 min, 30 min, 60 min y 24 h con IFN-y (100
U/ml): Extracto total (ET) en los carriles 1,4,7,10 y 13, fraccién citosolica (FC) en los
carriles 2,5,8,11,14 y fraccion membranal (P) en los carriles 3,6,9,12 y 15. Se utilizé como
control los macréfagos sin estimulo (S/E). La B-actina se utilizé como control de carga.

B. Analisis densitométrico de los niveles relativos de fosforilacion especifica de STAT-1.
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Posteriormente la fosforilacion de STAT-1 se analizé sélo en la fraccion
citosdlica (FC) de macrofagos estimulados con IFN-y (100 U/ml) durante 15,
30 y 60 min..

En la figura 5A se observo que STAT-1 es fosforilado a los 15, 30 y 60 min de
estimulo con IFN-y, donde la condicion de macréfagos estimulados durante 30
min con IFN-y resulté ser el tiempo 6ptimo para la fosforilacion de STAT-1.

La B-actina se utilizé como control de carga. En la figura 5B se muestra el

analisis densitométrico de la fosforilacion especifica de STAT-1.
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Figura 5. Cinética de fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) en la fraccion citosdlica (FC)
de los macrofagos de la linea celular Raw 264.7 estimulados con IFN-y

A. Fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) en la fraccién citosdlica de los macréfagos Raw
264.7 estimulados con IFN-y durante 15, 30 y 60 min de estimulo, y se utilizé como control
los macrofagos sin estimulo (S/E). Como control de carga se utilizé la B-actina. B. Analisis

densitométrico de los niveles relativos de fosforilacion especifica de STAT-1.
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6.2 Cinética de la fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos Raw

264.7 incubados con la proteina fosfatasa PP2C de L. major

Los macrofagos de la linea celular Raw 264.7 fueron incubados durante 0.5, 1,
12, y 24 horas con 10 pyg de la proteina recombinante PP2C de Leishmania
major en presencia y ausencia de pol B. Se utiliz6 como control de fosforilacién
de STAT-1, macréfagos estimulados por 30 min con IFN-y (100 U/ml).

En la figura 6A se observa que la incubacién de los macréfagos con la proteina
fosfatasa PP2C no indujo la fosforilacion de STAT-1 en ninguna de las
condiciones analizadas. Sin embargo, en el control de macréfagos estimulados
con IFN-y por 30 min se observo la fosforilacion de STAT-1.

La B-actina se utilizd como control de carga. En la figura 6B se muestra el
analisis densitométrico de la fosforilacion especifica de STAT-1.

Como no observamos un efecto directo de la proteina fosfatasa PP2C en la
fosforilaciéon de STAT-1, ahora los macrofagos de la linea celular Raw 264.7
fueron incubados durante 30 min con 10 ug de la proteina recombinante PP2C
de L. majory estimulados con IFN-y (100 U/ml), en presencia y ausencia de pol
B (Fig. 7).

En la figura 7A se observa que la proteina PP2C de L. major disminuye la
fosforilaciéon de STAT-1 en macrofagos estimulados con IFN-y (fraccion 3), esta
disminucién es mas evidente cuando los macréfagos fueron incubados con la
proteina fosfatasa PP2C y pol B y estimulados con IFN-y (fraccién 4), en

comparacién al control de macréfagos estimulados con IFN-y durante 30 min
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(carril 2). En el control de macréfagos sin estimulo no fue observada la

fosforilacion de STAT-1 (fraccion 1).

La B-actina se utilizd como control de carga. En la figura 7B se muestra el

analisis densitométrico de la fosforilacion especifica de STAT-1.
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Figura 6. Cinética de la fosforilacion de STAT-1 en la linea celular Raw 264.7

estimulados con la proteina fosfatasa PP2C de L. major

A. La fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) en la FC de los macréfagos Raw 264.7
estimulados con PP2C (10 ug) por 0.5, 1, 12 y 24 horas en presencia o ausencia de pol B.

Como control positivo se estimularon macréfagos con IFN-y (100 U/ml) por 30 min. Como

control de carga se utilizo la B-actina. B. Analisis densitométrico de los niveles relativos de

fosforilacion especifica de STAT-1.
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Figura 7. La fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos de la linea celular Raw 264.7
incubados con la PP2C de L. major

A. La fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) en los macrofagos Raw 264.7. Macrofagos sin
estimulo (fraccion 1). Macréfagos incubados con IFN-y (fraccion 2). Macrofagos
incubados con 10 ug de PP2C e IFN-y (100 U/ml) en ausencia (-) (fraccion 3) o presencia
(+) de pol B por 30 min (fracciéon 4). Como control de carga se utilizd la B-actina.

B. Analisis densitométrico de los niveles relativos de fosforilacion especifica de STAT-1.
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6.3 Analisis de la fosforilacion de STAT-1 en los macroéfagos
peritoneales de los ratones BALB/c y C57BL/6

En los macréfagos peritoneales de los ratones BALB/c y C57BL/6 estimulados
con IFN-y por 30 min se analiz6 la fosforilaciéon de STAT-1.

En la figura 8A encontramos la fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos
peritoneales de los ratones BALB/c y C57BL/6 estimulados con IFN-y por 30
min. Sin embargo, esta fosforilacién de STAT-1 fue mayor en los macréfagos
de C57BL/6 en comparacion con los macréfagos de BALB/c. En la condicién
de los macréfagos no estimulados con IFN-y no fue observada la fosforilacién
de STAT-1.

La B-actina se utilizd como control de carga. En la figura 8B se muestra el

analisis densitométrico de la fosforilacidon especifica de STAT-1.

36

——
| —



BALB/c C57BL/6

SIE IFN-y SIE IFN-y

3 i ) .
: p STAT-1
- (91 kDa)
T — T——
B-actina

B
< Py =
S
58 2
85
e 15 =
3z
9 =
ep 1
£Q
§ 0.5 -
0 T T
S/E IFN-y S/E IFN-y

BALB/c C57BLI/6

Figura 8. La fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos peritoneales de los ratones
BALB/c y C57BL/6 estimulados con IFN-y

A. La fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) en los macrofagos peritoneales de ratones BALB/c
y C57BL/6 estimulados con IFN-y (100 U/ml) por 30 min. Macrofagos sin estimulo (S/E).
Como control de carga se utilizd la B-actina. B. Andlisis densitométrico de los niveles

relativos de fosforilacion especifica de STAT-1.
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6.4 Analisis de la fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos
peritoneales de ratones BALB/c incubados con la proteina
fosfatasa PP2C de L. major

Se analizé la fosforilacion de STAT-1 en los macrofagos peritoneales de
ratones BALB/c posterior a la incubacion con la proteina fosfatasa PP2C (10
Mg) durante 24 horas y 30 min y/o estimularlos con IFN-y (100 U/ml) durante
30 min.

En la figura 9A observamos que la fosforilacion de STAT-1 se presento en los
macrofagos de BALB/c estimulados con IFN-y por 30 min (fraccidén 2), pero
ésta no fue observada en macrofagos que no fueron estimulados con IFN-y por
30 min (fraccion 1). Interesantemente donde se incubaron los macréfagos con
la proteina fosfatasa PP2C durante 24 h y se estimularon con IFN-y por 30 min
no se observo la fosforilacion de STAT-1 (fraccion 3). Mientras que en la
condicion de macrofagos incubados con PP2C durante 30 min y estimulados
con IFN-y por 30 min, la fosforilacion de STAT-1 disminuyé en comparacion
con el control de macroéfagos estimulados so6lo con IFN-y (fraccion 4). Sin
embargo, en los macréfagos que soélo fueron estimulados con la proteina
fosfatasa PP2C, no se observo la fosforilaciéon de STAT-1 (fraccion 5).

La B-actina se utilizd como control de carga. En la figura 9B se muestra el

analisis densitométrico de la fosforilacion especifica de STAT-1.
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Figura 9. La fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos peritoneales de ratones
BALB/c estimulados con la proteina PP2C

A. Fosforilaciéon de STAT-1 (Tyr 701) en FC de los macréfagos peritoneales incubados
s6lo con PP2C (10 pg) (fraccion 5), con PP2C y estimulados con IFN-y (100 U/ml)
(fracciones 3 y 4). Como control positivo del experimento se estimularon macrofagos por
30 min con IFN-y (100 U/ml) (fraccion 2). Macréfagos sin estimulo (fraccion 1) Como
control de carga se utilizé la f-actina. B. Analisis densitométrico de los niveles relativos de

fosforilacion especifica de STAT-1.
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6.5 Analisis de la fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos
peritoneales de ratones C5BL/6 incubados con la proteina
fosfatasa PP2C de L. major

Se analizé la fosforilacion de STAT-1 en los macrofagos peritoneales de
ratones C57BL/6 después de incubarlos con la proteina fosfatasa PP2C (10
Mg) durante 30 min y 24 horas y/o estimularlos con IFN-y (100 U/ml) durante 30
min.

En la Fig. 10 A, en la condicion de los macrofagos sin estimulo no se observo
la fosforilacion de STAT-1 (fraccion 1). En los macrofagos estimulados con
IFN-y (100 U/ml) por 30 min se observo la fosforilacion de STAT-1 (fraccion 3).
Interesantemente, en la condicién en donde los macrofagos se incubaron
durante 24 horas con la proteina fosfatasa PP2C y posteriormente se
estimularon por 30 min con IFN-y (100 U/ml), no se observé la fosforilacion de
STAT-1 (fraccion 2). Mientras que en los macrofagos donde se incubd
simultaneamente con PP2C e IFN-y por 30 min, se observé que la fosforilacion
de STAT-1 disminuye con respecto al control (fraccién 4). Por ultimo, en la
condicion de los macréfagos incubados solo con la proteina fosfatasa PP2C
por 24 horas, no se observé la fosforilacion de STAT-1 (fraccion 5).

La B-actina se utilizé como control de carga. En la figura 10B se muestra el

analisis densitométrico de la fosforilacion especifica de STAT-1.
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Figura 10. La fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos peritoneales de los ratones
C57BL/6 estimulados con la proteina fosfatasa PP2C

A. Fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) en FC de los macrofagos peritoneales incubados
s6lo con PP2C (10 pg) (fraccién 5), con PP2C y estimulados con IFN-y (100 U/ml)
(fracciones 2 y 4). Como control positivo del experimento se estimularon macréfagos por
30 min con IFN-y (100 U/ml) (fraccién 3). Macrofagos sin estimulo (fraccion 1) Como
control de carga se utilizé la f-actina. B. Analisis densitométrico de los niveles relativos de

fosforilacion especifica de STAT-1.
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6.6 Analisis de la produccion de nitritos en los sobrenadantes de los
macréfagos peritoneales de los ratones BALB/c y C57BL/6

incubados con la proteina fosfatasa PP2C de L. major.

Los macréfagos de ratones BALB/c fueron estimulados con LPS e IFN-y por
24h y posteriormente se analizd la produccion de nitritos, se observd un
incremento de la produccion de nitritos 8.5 veces con respecto al control (sin
estimulo). Los macréfagos incubados con la proteina fosfatasa PP2C y pol B
mostraron un incremento en la produccion de nitritos 11.5 veces con respecto
al control, mientras que con respecto al estimulo con LPS e IFN-y se observé
que la produccién fue menor. Como control del estimulo LPS e IFN-y se incubd
IFN-y, LPS y pol B, en esta condicion se observo que la produccion de nitritos
fue similar al control. Asimismo se incubaron los macrofagos con la proteina
fosfatasa PP2C, IFN-y y pol B, y donde observamos que la produccion de
nitritos es similar a la condicién en la que se incubd con la proteina fosfatasa
PP2C y pol B.

Los macrofagos de los ratones C57BL/6 fueron estimulados con IFN-y y LPS y
se observd un incremento de la produccion de nitritos 4.2 veces mayor con
respecto al control. Los macrofagos que fueron estimulados con la proteina
fosfatasa PP2C + pol B, mostraron un incremento en la produccién de nitritos
casi 5 veces mayor con respecto al control, mientras que con respecto al
estimulo con LPS + IFN-y se observo que la produccién de nitritos fue mayor.
Como control del estimulo IFN-y + LPS se incubd IFN-y + LPS + pol B, en esta
condicion se observé que la produccion de nitritos es equivalente a la condicion

de macréfagos sin estimulo.
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Cuando se incubaron a los macréfagos con PP2C + IFN-y + pol B, y se
observd una produccion de nitritos fue similar a la condicion en la que se
incubd con PP2C + pol B.

Finalmente, se observd que la produccion de nitritos llega a ser 3 veces mayor
en los macréfagos de ratones C57BL/6 que en los macréfagos de ratones

BALB/c, aun en la condicion donde se incub6 con la PP2C de L. major (Fig.11).
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Figura 11. La proteina fosfatasa PP2C induce la producciéon de nitritos en los
macrofagos peritoneales de ratones BALB/cy C57BL/6

Se estimularon los macréfagos peritoneales de ratones BALB/c y C57BL/6 con LPS (10
ng), o con proteina fosfatasa PP2C (10 ug), en ausencia o presencia de IFN-y (100 U/ml) y
pol B. Como control negativo se dejaron macréfagos peritoneales sin estimular durante 24
horas (Control). * P <0.05, macrofagos ratones BALB/c estimulados vs. macrofagos de
ratones C57BL/6 estimulados (barras ligadas por una barra horizontal). * P <0.05,
macrofagos de ratones BALB/c estimulados con LPS+IFN-y, PP2C+pol, PP2C+IFN-y+pol,
LPS+IFN-y+pol vs. macréfagos sin estimular. @ P <0.05, macréfagos de ratones C57BL/6
estimulados con LPS+IFN-y, PP2C+pol, PP2C+IFN-y+pol, LPS+IFN-y+pol vs. macréfagos

sin estimular.
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VII. DISCUSION

La via de senalizacion de JAK/STAT regula importantes mecanismos como la
sintesis y la liberacién de mediadores inflamatorios tales como las citocinas, por lo
que su desregulacion puede afectar en el control de patdégenos.

Se ha demostrado que la fosforilacion del factor de transcripcion STAT-1 puede
ser alterado en los macrofagos infectados por L. donovani ®. Esto sugiere dos
posibles mecanismos: por un lado, Leishmania podria activar las fosfatasas del
macrofago que desfosforilen a STAT-1 o bien, el parasito podria producir
fosfatasas que desfosforilen a STAT-1.

Datos experimentales han demostrado que Leishmania puede activar las proteinas
tirosina fosfatasas como: SHP-1, PTP1B y TCPTP de los macrofagos, dichas
proteinas podrian tener un papel esencial para la progresién de la infeccion por
Leishmania ®,

Se reportd que en respuesta al estrés, en la via de sefalizacion de las MAP
cinasas (MAPK), la proteina fosfatasa PP2Ca de humano desfosforila e inactiva la
MAPK p38 y también desfosforila MKK3/6 y MKK4/7, asi como también regula
negativamente la via de sefializacion JNK y p38 ©°.

En nuestro grupo de laboratorio se ha demostrado que la proteina fosfatasa PP2C
de L. major participa en la apoptosis del parasito, ya que la incubaciéon de
promastigotes de L. major con la sanguinarina inhibe la actividad de la proteina
fosfatasa PP2C e induce la apoptosis del parasito y este dependiente de MAP

p38.
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Este trabajo fue enfocado en el estudio de la proteina fosfatasa PP2C de L. major,
la cual podria ser fundamental en la infeccion de los macrofagos y la evasion de
los mecanismos celulares para eliminar el parasito.

Por lo que la propuesta en este trabajo es que la proteina fosfatasa PP2C del
parasito Leishmania, podria estar participando activamente en la desregulacion de
otra via de sefializacion como la via JAK/STAT.

Inicialmente se ocuparon macréfagos de la linea celular Raw 264.7 en los cuales
se demostro que la proteina fosfatasa PP2C no indujo la fosforilacion de STAT-1.
Sin embargo, cuando estos macrofagos fueron incubados durante 30 minutos con
IFN-y y PP2C, se observé que la fosforilacion disminuyd con respecto al control de
IFN-y, resultado aun mas notorio en la condicién donde se adicioné la pol B para
eliminar el posible efecto del LPS derivado del proceso de purificacion de la
proteina fosfatasa PP2C, ya que el LPS puede conducir a la activacion del
macrofago via TLR-4 e inducir la fosforilacion de STAT-1, estimulada por la

(67

produccion de IFN-B ©” por lo cual la pol B resulta eficaz en la neutralizacion del

efecto del LPS, al unirse al lipido A del LPS, impidiendo su union al TLR4 ©®.
Hasta esta parte del trabajo habiamos demostrado que la proteina fosfatasa PP2C
disminuye la fosforilacion de STAT-1 inducida por IFN-y.

Posteriormente, se estudid en el modelo murino dos cepas de ratones: una
susceptible (BALB/c y una resistente (C57BL/6) en la leishmaniasis. En estas se
analizé la fosforilacién de STAT-1 en los macrofagos peritoneales incubados con
PP2C. Estos resultados mostraron que la proteina fosfatasa PP2C también

interfirié en el papel ejercido por el IFN-y en la fosforilacién de STAT-1, ya que la

fosforilacién inducida por el IFN-y disminuyd o fue ausente cuando era incubada
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conjuntamente con la proteina fosfatasa PP2C en los macrofagos peritoneales de
ambas cepas de raton.

Estos resultados sugieren que la proteina PP2C puede estar actuando como la
proteina fosfatasa SHP-1 de los macrofagos que provoca la desfosforilacion de
residuos tirosina de la cinasa JAK2, aunque no se ha demostrado que la PP2C de
Leishmania pueda desfosforilar residuos de tirosina, la proteina fosfatasa PP2C de
L. major, ademas de dominio para serina/treonina, también tiene un dominio
catalitico para residuos tirosina que podria conferirle la capacidad de actividad
dual, tal y como se ha descrito en la proteinas PP2C de la bacteria Salmonella
typhi que desfosforila tanto residuos tirosina como serina/treonina ©?.

Por lo que falta investigar si PP2C de L. major desfosforila a STAT-1 directamente
en el residuo Tyr 701 o si activa alguna via que involucra la desfosforilacién de
STAT-1 como la activacion de SOCS1 o SOCS3. Estas moléculas evitan la
fosforilacion interactuando directamente con las cinasas JAK e inhibe su actividad
catalitica ).

Con respecto a la fosforilacion de STAT-1 inducida por IFN-y en los macrofagos
peritoneales de ratones BALB/c y C57BL/6 fue notoria la diferencia en el grado de
fosforilacion de STAT-1. Los macréfagos de ratones BALB/c presentaron una
menor fosforilacion de STAT-1 en comparacién con los macrofagos de ratones
C57BL/6. Estos resultados concuerdan con el modelo de susceptibilidad vy
resistencia de la cepa BALB/c y C57BL/6 respectivamente, ya que al haber una
mayor fosforilacion de STAT-1 en los macrofagos de ratones C57BL/6 resulta en
una mayor induccion de iNOS y por tanto es mayor la produccién de NO,

favoreciendo el control de la infeccidn por Leishmania. Por lo que en los ratones
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BALB/c, al haber una menor fosforilacion de STAT-1 en los macréfagos, la
produccion de NO resultaria limitada, repercutiendo por lo tanto en el control de la
infeccion V.

Dada la relacion existente entre la activacion de STAT-1 por IFN-y con la
produccion de NO, y de esta molécula con el control de la infeccion, se decidio
medir la cantidad de NO producida por los macréfagos peritoneales incubados con
la proteina PP2C mediante la cuantificacion de los nitritos en el sobrenadante del
cultivo. Se observd que en el control de los macréfagos sin estimular, la
produccion basal de nitritos es 3.4 veces mayor en los macrofagos C57BL/6 que
en macréfagos BALB/c. Asimismo, los macréfagos C57BL/6 estimulados con LPS
e IFN-y tuvieron una produccion de nitritos 1.7 veces mayor con respecto a los
macréfagos de ratones BALB/c. Y finalmente, en los macréfagos C57BL/6
incubados con la proteina PP2C+pol B tuvieron una produccion 3 veces mayor
que los macréfagos BALB/c. Estas diferencias en la produccion de nitritos pueden
correlacionarse con los datos que muestran que la actividad de PKCa, una cinasa
requerida por el macréfago para el estallido oxidativo, es inhibida en macréfagos
de ratones BALB/c por el LPG de L. mexicana, lo cual también inhibe el estallido
oxidativo. En cambio, en los macréfagos de ratones C57BL/6 incubados con LPG
incrementan la actividad de PKCa y a cambio, es menos drastica la inhibicion del

72), lo cual nuevamente se correlaciona con las diferencias

estallido oxidativo ¢
existentes en el modelo murino de la leishmaniasis, en la que los ratones C57BL/6
tienen un mejor control de la infeccion, gracias a la potente produccién de NO a

tiempos tempranos de infeccion.
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Por otro lado, se observo que la proteina fosfatasa PP2C + pol B incrementd la
produccion de nitritos en los macrofagos, 11.5 veces en los macréfagos de BALB/c
y 4.2 en los macrofagos de C57BL/6 con respecto a su respectivo control. En el
caso de la condicion donde fue incubada la proteina fosfatasa PP2C, el IFN-y y pol
B, no se observo un efecto potenciador por parte del IFN-y, comparado con la
condicion donde fue incubada la proteina fosfatasa PP2C + pol B.

Aun no queda claro cual es el mecanismo por el cual la proteina fosfatasa PP2C
podria estar interactuando con la inhibicion de la fosforilacion de STAT-1y a la vez
inducir la produccion de NO. Sin embargo, se sabe que la proteina PP2C39,
también llamada Wip1 a través de STAT1 regula el desarrollo de los neutréfilos 7.
En el caso de las enfermedades infecciosas, posiblemente la proteina fosfatasa
PP2C se une a algun receptor TLR. Se sabe que algunas proteinas fosfatasas de
virus se unen a TLR 4 7 770 y que ademas, la proteina llamada profilina de
Toxoplasma gondii se une a TLR 11 7,

La activaciéon por TLR4 induce la produccién de NO ©%, por lo que si la PP2C
estuviera interactuando con TLR4, explicaria la alta producciéon de NO cuando los
macrofagos son incubados con la proteina fosfatasa PP2C durante 24 horas.

Por otro lado, se ha demostrado que hay una relacion estrecha entre IFN-y y
TLR4, vias que también estan implicadas en la activacion de las SOCS. Ya que a
tiempos largos de coestimulacion de los macrofagos con un agonista de TLR4 e
IFN-y, se produce una inhibicion de la sefial del IFN-y, evitando la fosforilacién de
STAT-1, probablemente mediado por la activacion de SOCS1 y SOCS3 . Y

aunque SOCS1 es capaz de reducir la generacion de NO inducida por IFN-y, no
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regula la produccion mediada por la via de NF-kB 7, via por la cual, se podria
estar produciendo el NO inducido por la PP2C.

Sin embargo, es necesario conocer el posible mecanismo por el cual la proteina
fosfatasa PP2C podria estar regulando la fosforilacion de STAT-1 inducida por el

IFN-y y asimismo la produccion de 6xido nitrico.
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VIII. CONCLUSIONES

1) La proteina fosfatasa PP2C recombinante de L. major incubada con los
macrofagos durante tiempos cortos como 30 minutos pueden reducir la
fosforilacion de STAT-1 (Tyr 701) inducida por IFN-y.

2) La PP2C incubada por tiempos mas largos como 24 horas evita la
fosforilacion de STAT-1.

3) La PP2C es capaz de inducir la produccién de NO.

IX. PERSPECTIVAS

4+ Analizar el mecanismo dependiente de TLR o STAT-1 por el que la
proteina fosfatasa PP2C incrementa el NO.

4+ |dentificar el posible receptor que utiliza la PP2C para la estimulacién de
la produccion de NO.

% Utilizar la PP2C como inmunomodulador en la leishmaniasis.
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