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RESUMEN

En la respuesta inmune la fosforilacion en residuos tirosina es de gran importancia
para procesos como: fagocitosis, produccion de citocinas y activacién celular. Esta
fosforilaciéon esta regulada por proteinas tirosinas cinasas (PTC) y por proteinas
tirosinas fosfatasas (PTPasa).

Recientemente ha surgido el interés por el estudio del papel que desempeiian las
PTPasas en la patogénesis microbiana. Estudios con PTPasas purificadas de
bacterias como Yersinia y Coxiella burnetii sugieren que estas enzimas pueden
estar participando en la supervivencia de estos microorganismos infecciosos por
inhibicién de los procesos oxidativos de las células fagociticas.

El estallido oxidativo (EO) es un potente mecanismo de defensa de las células
fagociticas. Para su activacion es indispensable la fosforilacion de proteinas que
activan la enzima NADPH oxidasa, responsable de generar las especies reactivas
del oxigeno.

Se ha demostrado que la PTPasa de Yersinia y Coxiella desfosforilan residuos
fosforilados en tirosina, importantes en la via de transduccion de sefales del EO.
Esta defosforilacion provoca la inhibicion de la NAPDH oxidasa.

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario responsable de la amibiasis, el
cual posee dos tipos de PTPasas: una PTPasa asociada a membranas y otra que
es secretada al medio de cultivo. Trabajo previo con La PTPasa de membrana de
E. histolytica demostré que esta enzima inhibe de manera dosis dependiente el
EO de polimorfonucleares (PMN) estimulados con el péptido f-MLP.

En este trabajo se analizé el efecto de la PTPasa amibiana en el EO de neutréfilos
activados con PMA y zymosan. Se observé que dicha enzima no tiene efecto
cuando los neutréfilos son estimulados con el PMA, pero que incrementa
ligeramente el EO de los neutrofilos activados con zymosan. Ademas en un
analisis densitométrico del patrén proteinas fosforiladas en tirosina de los PMNs
se observd un incremento en la fosforilacion de 5 proteinas de bajo PM mediante
el empleo de un anticuerpo anti-fosfotirososina (PY20). Para determinar si esta

hiperfosforilacion se debia a cinasas internas se analizaron muestras de eluidos
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de Con-A y DEAE en PAGE-SDS utilizando el anticuerpo ERK 2 (dirigido a la
region carboxilo terminal de la ERK 2 MAP cinasa p42 de origen humano) y
sorpresivamente reconocié un componente con un peso molecular aproximado
alrededor de 42 kDa. Estos resultados indican que la PTPasa de Entamoeba
histolytica puede tener un papel importante en la modulacién del EO de los PMNs
contribuyendo a la patogénesis amibiana.



1. ANTECEDENTES

1.1 Definicion de amibiasis

La amibiasis se define como una infeccién intestinal o extraintestinal por el
parasito protozoario Entamoeba histolytica. Basado en datos bioquimicos,
inmunolégicos y genéticos, E. histolytica ha sido reclasificada en dos especies
morfolégicamente idénticas pero genéticamente distintas: E. histolytica como la
especie patdgena, la cual es el microorganismo causante de la amibiasis intestinal

y/o abscesos hepaticos y E. dispar como la especie no patégena y no invasiva.’

1.2 Ciclo de vida de Entamoeba histolytica

El humano aparece como hospedero primario, pero también se ha documentado
que los primates, gatos, perros y ratas han sido ocasionalmente hospederos.
Entamoeba histolytica tiene un ciclo de vida simple que consiste en una fase
infectiva: el quiste. Es esférico, hialino con una membrana lisa y un poco delgada,
mide de 10 um a 16 pm de diametro y posee cuatro nucleos. En el citoplasma
tanto en el quiste maduro como inmaduro generalmente hay dos tipos de
inclusiones alimenticias: 1) una masa de glucégeno de bordes borrosos y 2) las
barras cromatoidales muy refringentes cortas o largas de extremos romos.?

La fase de multiplicacién: el trofozoito. Tiene dimensiones variables que fluctuan
entre 20 um a 40 pm de diametro, el ectoplasma y el endoplasma estan bien
diferenciados, tiene un solo nucleo, esférico y voluminoso con un diametro de 4
pm a 7 pm, contiene un pequefo cariosoma central rodeado de un halo incoloro y
fijo por un gran numero de delicadas fibrillas acromaticas en la superficie interna
de la membrana nuclear. Los trofozoitos se mueven relativamente rapido por la
formaciéon de seudépodos, la membrana es delgada y el citoplasma es bastante
mas viscoso que el endoplasma y rico en glucégeno con ribosomas arreglados en
forma de hélice. No presenta la clasica mitocondria, reticulo endoplasmico rugoso
o aparato de Golgi visible.?

El quiste es ingerido en alimentos y agua contaminados con heces fecales y pasa



a través del estdmago y el intestino delgado, el trofozoito surge en el ileon terminal
o cuando el quiste entra en el intestino grueso donde se establece la infeccidn.

La eclosién de los quistes da lugar a amibas multinucleadas que pueden
comenzar a alimentarse antes de surgir totalmente del quiste. Terminan su ciclo
de reproduccién dando origen a trofozoitos uninucleados que colonizan la luz del
colon reproduciéndose por fisién binaria.

La forma invasiva del parasito, el trofozoito, puede penetrar la mucosa intestinal y
diseminar a otros érganos como higado, pulmén, visceras, cerebro y piel. Los
quistes no se desarrollan dentro de los tejidos. La invasion del tejido no es parte
del ciclo de vida, ya que este organismo que atraviesa la mucosa no es capaz de
dar lugar a nuevas infecciones. Los trofozoitos tiene vida corta fuera del cuerpo y
no sobreviven el paso a través del tracto gastrointestinal superior. En contraste los
quistes pueden permanecer viables e infectivos en un ambiente himedo durante
varios dias (Fig. 1).2



A Colonizacion no invasiva
B Enfermedad intestinal
C Enfermedad extraintestinal

Fig. 1 Ciclo de vida. El quiste es ingerido y pasa a través del intestino donde
eclosiona y surgen los trofozoitos, los cuales se encargan de invadir los tejidos. El
trofozoito durante su paso por el intestino se enquista para salir al exterior como
forma infectante. >



1.3 Mecanismos de patogenicidad de Entamoeba histolytica

El proceso de invasion del tejido epitelial del colon es facilitado por la expresion de
factores de virulencia, de los cuales pocos estan identificados y caracterizados.
Tres factores de patogenicidad se han estudiado y caracterizado a nivel molecular:

la lectina Gal/GalNAc, el ameboporo y la cisteina proteinasa.’

1.3.1 Lectina Gal/GalNAc: En la superficie de trofozoito se localiza esta lectina
que interviene en la adherencia hacia glicoproteinas, epitelio del colon, neutréfilos
y eritrocitos, una variedad de lineas de cultivos celulares y hacia ciertas bacterias.
La mucina del epitelio es altamente polivalente en residuos terminales Gal/GalNAc
y se une a la lectina con muy alta afinidad. 2

La uni6n del trofozoito con la mucina parece ser un proceso dinamico donde se
degrada e induce la secrecion de nueva mucina. La capa de mucina es tal vez el
primer blanco natural para la union del trofozoito y protege del contacto que es
necesario para la citélisis mediante la neutralizacién de epitopos en la lectina
mientras se provee simultineamente de un sitio de ataque. La penetracion a
través de la capa de mucina permite al trofozoito invadir y atacar el tejido del
huésped. 2

1.3.2 Ameboporo: Es una familia de pequefias proteinas contenidas en granulos
citoplasmaticos en el trofozoito que tienen la capacidad de despolarizar las células
blanco por la insercién de estas proteinas formadoras de poros dando lugar a
canales i6nicos en la membrana lipidica. 2

El ameboporo no es secretado en cultivos, se ha propuesto que este puede ser
liberado al ser estimulado el trofozoito, tal como el contacto con las células blanco

y de ese modo juega un papel en la lisis de células durante la invasion al tejido.

1.3.3 Cisteina proteinasa: Entamoeba histolytica exhibe una fuerte actividad
proteolitica y secreta grandes cantidades de cisteina proteinasa, la cual esta

implicada en el efecto citopatico sobre las células blanco, afectando su adherencia



y provocando su liberacion en monocapas, probablemente por degradacion de
proteinas que las fijan tal como la fibronectina y la laminina.?

1.4 Absceso hepatico amibiano

El efecto destructor de las amibas patogenas sobre los tejidos del huésped puede
no solo deberse a la accién del parasito, sino ser el resultado de mecanismos de
defensa del hospedero, por ejemplo la lisis de células inflamatorias en contacto

con las amibas.

El absceso hepatico es sin duda la complicacion mas frecuente de la amibiasis
extraintestinal invasiva. Ademas, las amibas encuentran mas facilmente sembrar

metastasis en otros 6rganos a partir de higado que del intestino.

Macroscépicamente, un absceso hepatico amibiano es un area bien delimitada
donde el parénquima del higado estd completamente reemplazado por material

necroético, generalmente rodeado por un anillo de tejido hepatico congestivo.

En la amibiasis hepatica experimental por trabajos de microscopia, se sabe que
los primeros tipos celulares que se encuentran interaccionando con los trofozoitos

son los neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) y posteriormente los macréfagos .

Un analisis de la secuencia morfolégica completa de los abscesos hepaticos
amibianos experimentales en el hamster sugiere que los trofozoitos de Entamoeba
histolytica no danan directamente a los hepatocitos, mas bien la destruccion tisular
parece ser el resultado de la acumulacion y lisis de los leucocitos

polimorfonucleares y macréfagos que rodean las amibas (Fig. 2).3:4



Fig. 2 Corte histologico de absceso hepatico amibiano experimental, post-
infeccion. Corte de higado de hamster infectado con trofozoitos de E. histolytica,
después de 6 horas de infeccion, utilizando una tincion de hematoxilina-eosina.
Las células que se observan alrededor del trofozoito son los PMN y los
macréfagos.*

1.4.1 inflamacidn en el absceso hepatico amibiano.

La inflamacién comprende una serie de eventos complejos que surgen como
respuesta del tejido a una agresion local o sistémica. La respuesta local resulta en
el reclutamiento de células fagociticas que se encargan de eliminar el material
enddégeno o exégeno causante del dafio.

La inflamacion puede iniciarse a partir de muy diversas vias: traumas en el tejido,
la presencia de complejos inmunes, productos derivados de bacterias, virus o
parasitos e incluso por la actividad de células tumorales o fagociticas. La
progresion de la inflamacion de su fase aguda a cronica es importante, ya que
ésta puede danar el tejido del huésped a través de la produccién, por los fagocitos,
de proteasas y radicales del oxigeno. °



En el caso de la infeccion hepatica por E. histolytica, los hallazgos en necropsias
sefalaron la ausencia relativa de inflamacion, motivo por el cual se asocio el dafo
encontrado en el tejido hepatico con la actividad citolitica del parasito. No
obstante, las evidencias obtenidas de estudios realizados en animales
experimentales susceptibles a la infeccion hepatica amibiana, ya sea por
inoculacion de trofozoitos via intraportal o intrahepatica, han demostrado que el
contacto de los trofozoitos amibianos con el tejido hepatico promueve una fuerte
reaccion inflamatoria.

Adicionalmente, la capacidad de los trofozoitos de E. histolytica para inmovilizar y
destruir células, sobre todo PMNs, linfocitos y macréfagos, ha sido ampliamente
demostrada in vitro.°

Sin embargo, aunque varios estudios fueron concluyentes en cuanto a la
incompetencia de los PMNs para eliminar los trofozoitos amibianos, el papel de los
mediadores inflamatorios liberados por estas células y otras presentes en el tejido
hepatico, asi como su efecto en el establecimiento de la respuesta inmune del
huésped, no se contemplé hasta hace unos afos.

En el absceso hepatico originado por E. histolytica la liberaciéon de estos factores
inflamatorios probablemente sea la causa de la enorme concentracion de células
inflamatorias, sobre todo PMNs en el sitio de infeccion.®

1.5 Evasion del sistema inmunolégico
Poco se sabe sobre el mecanismo que les permite a las cepas patogénicas de E.
histolytica sobrevivir a los ataques del sistema inmune .

En diferentes reportes se ha encontrado que la cepa patdégena de E. histolytica
(HM1-IMSS) tiene la capacidad de evadir la respuesta inmune de los PMNs.
Utilizando modelos in vitro para estudiar estas interacciones, se ha demostrado
que al confrontar cepas amibianas virulentas con PMNs humanos no existe
aparente efecto de los PMNs sobre la viabilidad del parasito; sin embargo con

cepas axénicas no virulentas, los PMNs son capaces de destruir a la amiba .



Por otro lado estudios in vivo e in vitro han encontrado que el contacto directo de
la amiba con el PMNs puede despertar tempranamente una respuesta
quimiotactica del PMN. Esta interaccion ademas de perturbar la membrana del
neutréfilo, induce la desgranulacion y estallido oxidativo, provocando la liberacién

de productos téxicos sobre la amiba y tejidos periféricos.®

1.6 Estallido oxidativo

Los leucocitos PMNs juegan un papel importante como la primera linea de
defensa del huésped contra la invasién de microorganismos. Constituyen el 90%
de los granulocitos circulantes, intervienen en la respuesta inmunitaria. Estas
células se producen en la medula 6sea, provienen de la estirpe mieloide.
Presentan un nudcleo multilobulado caracteristico y un diametro de 10-20 pm.

Tienen dos tipos de granulos: granulos primarios (azuréfilos) que contienen

hidrolasa &cida, mieloperoxidasa y muramidasa (lisozima), granulos secundarios

(especificos), contienen lactoferrina y lisozimas. Tienen un tiempo de vida corta (2-
3 dias) y son capaces de adherirse a las células endoteliales que recubren los
vasos sanguineos y extravasarse.’” Estas células fagociticas no muestran ninguna
especificidad intrinseca por los antigenos, pero desempefan un papel importante
en la proteccion frente a los microorganismos, su mision es formar la primera linea
de defensa frente a una infeccion por medio de su funcién principal que es la

fagocitosis y el estallido oxidativo.?

La liberacion del anién superdxido es uno de los mas importantes mecanismos
usados por el PMN para matar bacterias, virus y hongos. Este fenémeno es
conocido como estallido oxidativo y es debido a la activacion de la NADPH

oxidasa.®

El estallido oxidativo (EO) es un metabolismo asociado con el reconocimiento e

ingestién por parte de los neutréfilos de particulas opsonizadas.'o



Este estallido puede ser también inducido por varios mediadores como el acetato
de forbol miristato (PMA) y N-formil-metil-leucina-fenilalanina (f-MLP) y puede ser

considerado como seiial funcional de la activacion de neutréfilos.

El PMN expresa sobre su membrana receptores de alta afinidad para el f-MLP. El
fMLP es un fuerte quimioatrayente y entre otras cosas, induce adherencia,
desgranulacion y la produccién de radicales libres de oxigeno capaces de destruir
el tejido.

La estimulacién del receptor para f-MLP activa la fosfolipasa C (PLC) dando como
resultado la produccién de segundos mensajeros que activan la proteina cinasa C
(PCK). EI receptor del f-MLP es un receptor acoplado a la proteina G. Si esta

proteina G es bloqueada las células no responde al estimulo por el fMLP."" "

Al utilizar como estimulo el polisacarido zymosan opsonizado con IgG, la
activacion de la célula es a través de receptores Fc. El receptor Fc, también es
expresado por el neutréfilo; la estimulacién del receptor involucra la activacion de
la familia de tirosina cinasas SRC, la cual fosforila la subunidad y del receptor Fc.
Este receptor también conduce a la activacion de segundos mensajeros que
activan la via de sefalizacion del estallido oxidativo.™ ™

Durante la fagocitosis hay un incremento en el consumo de O, y en la generacién
de varias especies reactivas de oxigeno (ERO). En neutréfilos este proceso se
inicia entre 30 y 60 segundos después de la estimulacién de la superficie celular y
no requiere de la fagocitosis o de la liberacién de enzimas lisosomales, aunque los

tres procesos usualmente ocurren a un mismo tiempo.

Las ERO presentes en los neutréfilos incluyen el anién superéxido (Oz), perdxido
de hidroégeno (H,0,), el radical hidroxilo (OH"), y el singlete de oxigeno (' 0 ).
Estos productos son capaces de dafar microorganismos o tejidos. En neutréfilos
la produccion de estos metabolitos del O, es aparentemente esencial para la

muerte efectiva de microorganismos.'®



La mayoria o todo el oxigeno es convertido inicialmente a O, y con la
participacion de la enzima superdxido dismutasa (SOD) se origina el H,O,. Este
sustrato puede ser reducido por tres mecanismos (Fig. 3) :

1. Por accion de la catalasa y la glutation peroxidasa (GSH), el H;O; se
convierte en H;0 + O, y a este proceso se le conoce como mecanismo de
destoxificacion.

2. Por la accion de la mieloperoxidasa (MPO), el H,O, se reducira en acido
hipocloroso (HCIO) y como mecanismo de regulacién el HCIO +H,0, dara
origenal ' O; + H,0.

3. Por ditimo el H;0; es catalizado por Fe?* con generacion de O,. %'*"7

Proceso fagocitico

Fig. 3 Formacion de Intermediarios de oxigeno durante el estallido oxidativo a
través de la activacion de la enzima NADPH oxidasa. '
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1.6.1 Enzima NADPH oxidasa.

La enzima involucrada en la formacion del O, es la flavoproteina oxidasa, la cual
utiliza la NADPH como donadora de electrones.'® Esta enzima es un sistema
multicomponente el cual es inactivo en células en reposo; los componentes estan
distribuidos entre el citosol y la membrana. El complejo mayor de la membrana es
el citocromo bsss, que esta compuesto por dos subunidades (gp91°"™ y p22°") y
los componentes citosélicos son cuatro proteinas principales ( p47°", p67°"™

p40°"™ y una proteina G pequefia, Rac2).’

La NADPH oxidasa se ensambla en el interior de la superficie de la membrana

plasmatica del neutréfilo después de la estimulacion apropiada.'®

Dos procesos acompaiian a la activacion de la NADPH oxidasa: 1) La fosforilacion
de componentes en el citosol y 2) La transferencia de todos los componentes a la
membrana.'®

La NADPH oxidasa es activada por mecanismos dependientes e independientes
de receptores. Entre los estimulos dependientes de receptor se encuentran C5a,
el péptido quimiotactico f-MLP, e inmunocomplejos (zymosan opzonizado con
IgG). Los estimulos independientes de receptor incluyen: largas cadenas de

acidos grasos insaturados y esteres de forbol como el PMA.

Cuando la célula es activada por el estimulo PMA, algunos de los componentes
citosélicos son fosforilados y migran hacia la membrana donde se ensambla el
complejo induciendo la producién del O,. Uno de los componentes citosélicos

fosforilados es p47°" el cual es fosforilado en residuos serina por la PKC.°
1.6.2 Via de sefalizacion para la activacion de la NADPH oxidasa.

La senalizacion intracelular se inicia por la activacion de proteinas tirosinas
cinasas, enzimas que se encargan de afadir un grupo fosfato en residuos de

tirosina, lo cual es relevante para la sefalizacion dentro del sistema inmune.

1



Al estimular el receptor, las porciones citoplasmicas de algunos de sus
componentes se unen a proteinas tirosina cinasa intracelulares. La fosforilacion
por estas enzimas puede ser faciimente revertida por la accion de proteinas
tirosinas fosfatasas, que eliminan un grupo fosfato.

Varias clases de proteinas participan en este evento, una de ellas es la fosfolipasa
C (PLC); esta enzima tiene un papel crucial en propagar y amplificar la sefal
desde la membrana. La fosforilacion en un residuo de tirosina en la PLC activa a
esta enzima para cortar moléculas del fosfatidil inositol bifosfato (PIP;) presente en
la membrana, originando dos componentes: inositol trifosfato (IP3) y el diacil
glicerol (DAG).

La difusién del IP; fuera de la membrana produce la liberacién de calcio en el
citosol aumentado los niveles intracelulares. El otro producto del PIP, el DAG,

permanece asociado en la superficie interna de la membrana plasmatica y activa
la PKC.’

El tratamiento de neutréfilos con f-MLP, zymosan opsonizado o PMA induce la
produccién de O, activacion de PKC y la fosforilacion de p47°"* Estos datos
apoyan el papel principal de la PKC en la activacion de la NADPH oxidasa y la
induccién del EO ( Fig. 4).°

1.6.3 Quimioluminiscencia

El estallido oxidativo puede ser medido por dos métodos, el primero es mediante
la determinaciéon quimica individual de los metabolitos de oxigeno y el segundo
mide la quimioluminiscencia que resulta de la produccion de los metabolitos

reactivos de oxigeno.

Esta produccién de luz natural (quimioluminiscencia) puede ser amplificada al
adicionar luminol (5-amino-2,3-dihidro, 1,4 fetalizonediona) y puede ser medida con
la ayuda de un luminémetro a una longitud de onda de 425 nm.%
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Membrana celular

Fig. 4 Vias de sefalizacién que desencadenan el estallido oxidativo mediante la
activacién de la NADPH oxidasa. 7 " 3
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1.6.4 Inhibicion del estallido oxidativo por microorganismos patégenos

Leishmania donovani: Remaley y colaboradores (1984 y 1985) encontraron que la

incubacién de la fosfatasa acida (FA) purificada de la superficie externa de
promastigotes de L. donovani con neutréfilos humanos estimulados con el péptido
fMLP inhibe la produccién del anion superéxido. Sin embargo este efecto no se
observé al estimular los neutréfilos con PMA. Ellos sugieren que la inhibicion
causada por la FA es por la desfosforilacion de sustratos que activan a la célula
afectando las vias involucradas en la generacién del O y H,O,. Al inhibir la
actividad de FA por calor o por la preincubacién con un inhibidor no se observo

este efecto. 2" 3

Legionella _micdadei contiene dos fosfatasas &cidas, pueden extraerse de la
células por procesos de congelacion — descongelacion y sonicacion; una de estas
fosfatasas tiene la capacidad de inhibir la produccion de anién superdxido en
neutréfilos estimulados con f-MLP. 2*

La FA purificada de Coxiella burnetii causa la inhibicion del estallido oxidativo de
neutréfilos humanos estimulados con f-MLP. Este resultado indica que la FA de C.
burnetii juega un papel en la desfosforilacién de residuos tirosina importantes en

las vias de transduccién de sefales que participan en el estallido oxidativo. 2>%

En Francisella tularensis recientemente se ha postulado una fosfatasa acida como

factor de virulencia porque aumenta la sobrevivencia intracelular de la bacteria
dentro del neutréfilo por supresion del estallido oxidativo. Esta enzima inhibi6 el

EO en forma dosis dependiente en neutréfilos porcinos estimulados con f-MLP y
PMA. %

Asi como también Yersinia pseudotuberculosis presenta una PTPasa que tiene la

facultad de inhibir el estallido oxidativo de macréfagos activados con zymosan.?®
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1.6.5 Inhibicién del estallido oxidativo por Entamoeba histolytica

En el caso particular de E. histolytica diversos estudios indican que puede inhibir o
incrementar el estallido oxidativo de células fagociticas, sin embargo hasta la

fecha, no se conocen las moléculas responsables de este efecto.

Los antecedentes que se tienen son:

Arbo y col. (1990) evaluaron in vitro la capacidad de E. histolytica de
desencadenar el estallido oxidativo en PMNs humanos y observaron que la
respuesta oxidativa de los PMNs estimulados con zymosan decrecié
progresivamente cuando la concentracién de las amibas aumentaba. Estos
resultados indican que E. histolytica inhibe el estallido oxidativo de los PMNs. ®

Rico y col. (1992) purificaron del medio de cultivo de trofozoitos de E. histolytica
un factor de bajo peso molecular denominado factor inhibidor de la locomocion de
los monocitos (MLIF). Al poner este factor en contacto con macréfagos activados
con zymosan se observé una inhibicion del estallido oxidativo y la quimiotaxis de
estas células, mientras que en los PMNs unicamente se inhibio el estallido
oxidativo. %°

Garcia y col. (1992) reportaron que trofozoitos de una cepa axénica virulenta de E.
histolytica (HM1:IMSS) inducian el estallido oxidativo en monocitos humanos

estimulados con MCSF (factor estimulador de colonias de macréfagos). *°

Lin y col. (1993) reportaron que un extracto crudo y proteinas purificadas de bajo
peso molecular de E. histolytica estimulaban la produccién de radicales libres de

oxigeno en macréfagos peritoneales estimulados con PMA. %'

Como ya se mencion6 el EO puede ser inhibido por FA y PTPasas. Las fosfatasas
acidas son enzimas que catalizan la hidrolisis de fosfomonoesteres a un pH acido.
En adicién a la movilizacién de fosfato, algunos de sus miembros de esta clase de
enzimas cumplen alguna funcién biologica esencial, incluyendo la regulacién del

metabolismo, conversion de energia y transduccién de sefiales. Estas enzimas
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comprenden distintos subgrupos basados en la especificidad del sustrato, peso

molecular y sensibilidad a inhibidores conocidos. 2

La primera evidencia que sugirié que una fosfatasa acida puede funcionar como
una proteina tirosina fosfatasa (PTPasa), fue demostrada por la copurificacion de
actividades de fosfatasa acida con actividad de fosfotirosil histona fosfatasa de
membranas plasmaticas de astrocytoma humano. Estudios posteriores sugieren
que estas dos actividades de fosfatasa podrian corresponder a la misma proteina.
%l mayoria de las FA reconocen como sustrato proteinas fosforiladas en tirosina
y son llamadas PTPasas.

Las PTPasas pueden encontrarse como proteinas integrales de membrana con
caracteristicas estructurales de receptor de moléculas, y pueden tener una
participaciéon importante en el inicio de la via de transduccion de sefales. Son una
familia de enzimas que poseen un dominio catalitico comtn y contienen diversas
secuencias conservadas necesarias para la regulacion de la actividad y el

reconocimiento del substrato o localizacion en compartimientos subcelulares. >
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2. JUSTIFICACION

Varios microorganismos como Yersinia, Leishmania, y Mycobacterium spp
interfieren en los mecanismos de sefalizacion de las células del huésped y de
esta manera evaden o inhiben los mecanismos de defensa de estas células. Se ha
comprobado que estos patégenos tienen en comun la habilidad de modular
eventos que involucran la fosforilacion de tirosinas de proteinas en la célula
huésped por la participaciéon de las proteinas tirosinas cinasas (PTC) y proteinas
tirosinas fosfatasas (PTPasas). Diversos estudios han demostrado que Ia
activacion de estas PTPasas lleva a la desfosforilacién de proteinas en tirosina, lo
que esta asociada con la desactivacion y muerte celular.

Existen reportes que las PTPasas y la FA purificadas de microorganismos
infecciosos inhiben el estallido oxidativo de macréfagos y neutréfilos activados.
Hasta el momento no se conoce el mecanismo de inhibicion del estallido oxidativo.
Se sugiere que la inhibicion del estallido oxidativo de macréfagos por la FA
purificada de Leishmania es a través de la desfosforilacion de proteinas
fosforiladas en residuos tirosina, ya que Unicamente se observa inhibicién del EO
por la FA cuando los neutréfilos fueron activados con el f-MLP y no con el PMA.

En el caso particular de Entamoeba histolytica se sabe que un extracto total de
este parasito puede inhibir el EO de neutréfilos activados con zymosan. Ademas
E. histolytica contiene y secreta FA y recientemente se sabe que también presenta
actividad de PTPasa y que ambas actividades copurifican en la misma fraccion. 3
Por otro lado en la amibiasis hepatica experimental, se sabe que los primeros tipos
celulares que interaccionan con las amibas son los neutréfilos en una respuesta
temprana y los macréfagos en una tardia. * Siendo importante la participacién los
neutrofilos en esta respuesta celular por parte del parasito.

Antecedentes particulares en nuestro laboratorio demostraron que la PTPasa
amibiana es capaz de inhibir el EO de neutrofilos activados con f-MLP (Fig. 5) y
esta inhibicion fue dosis-dependiente (Fig. 6). >

Hasta el momento se desconoce si la inhibicion del estallido oxidativo por la

PTPasa amibiana es dependiente de receptor o independiente de receptor.
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Debido a lo anterior nuestro objetivo fue estudiar el efecto de la PTPasa amibiana
en PMNs activados con PMA y zymosa ( via independiente y dependiente de
receptor respectivamente) y analizar el patron de fosforilacion en tirosina de
proteinas de PMNs después de interaccionar con la PTPasa amibiana.

100 4

80 -

Actividad oxidativa (%)

PMNs+Buffer PMNs+ PTPasa

Fig. 5 Efecto de la PTPasa de Entamoeba histolytica en el EO de neutréfilos
polimorfonucleares activados con f-MLP

Actividad oxidativa (%)

100 200 300 400

PTPasa pl
& PMNs + Buffer O PMNs + PTPasa

Fig. 6 Efecto dosis-dependiente de la PTPasa se Entamoeba histolytica en el EO
de neutdfilos polimorfonucleares activados con f-MLP.
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3. HIPOTESIS

“* La PTPasa de Entamoeba histolytica modula el estallido oxidativo de

neutréfilos activados

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

% Analizar el efecto de la proteina tirosina fosfatasa (PTPasa) de Entamoeba.
histolytica en el estallido oxidativo de neutréfilos activados con zymosan y

acetato de forbol miristato (PMA)

4.2 Objetivos particulares

* Lisis y fraccionamiento trofozoitos de Entamoeba histolytica

» Purificar la PTPasa de Entamoeba histolytica a través de cromatografia de
afinidad e intercambio i6nico.

*+ Analizar el efecto de la PTPasa de Entamoeba histolytica en el estallido
oxidativo de neutréfilos activados con zymosan y PMA

* Analizar el efecto de la PTPasa de Entamoeba histolytica en el patrén de

proteinas fosforiladas en tirosina de neutréfilos
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5. METODOLOGIA

5.1 Diagrama de flujo

< Colecta de trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS <

b 2

< Lisis y fraccionamiento de trofozoitos (

h 4

< Obtencion de la fraccion solubilizada (
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< Purificacion por columna de afinidad j
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h 4

( Actividad de fosfatasa acida ( <Actividad de PTPasa(
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tPurificacién de neutréﬁlos]

|

L Interaccion de los neutrofilos con la PTPasa purificada

|

A 4 A &

[ Ensayo de actividad oxidativa en neutréfilos } t Ensayo de fosforilacion en tirosina de}

activados con PMA y zymosan proteinas de neutrofilos
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5.2 Cosecha de trofozoitos

Los trofozoitos de Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS, fueron gentilmente
donados por la Dra. Patricia Talamas del departamento de Patologia Experimental
de Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto
Politécnico Nacional.

Las cajas de cultivo se colocaron en hielo para desprender los trofozoitos, se
centrifugaron a 1100 rpm/ 5min/ 4°C. La pastilla se resuspendié en PBS pH 7.4 y
se realizaron dos lavados con PBS. Al final de los lavados se tom6 una alicuota de
la muestra para contar los parasitos. La pastilla de trofozoitos se guard6 a -70°C
hasta su fraccionamiento.

5.3 Lisis de trofozoitos y obtencién de la fraccion solubilizada.

Los trofozoitos de E. histolytica colectados se resuspendieron en buffer de lisis de
imidazol 10 mM, Leupeptina 2 pg/ml, Aprotinina 10 pg/ml, EDTA 5 mM y
Benzamidina 1 mM; ajustando a 1 ml por cada 5 millones de trofozoitos. La
muestra se colocé en una bomba de nitrégeno a 300 psi por 10 min y se verifico la
lisis al microscopio. Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm 15 min a 4°C. El
sobrenadante resultante (SN;) se guardé y la pastilla (P4) se resuspendié en
buffer de lisis al cual se adicioné Tritén X-100 al 2%, la muestra se dej6 en hielo
por 1 h y se agité cada 15 min (para favorecer el proceso de extracciéon con el
detergente). Se centrifugd a 12000 rpm 15 minutos a 4°C. Al sobrenadante (SN)
se le adicion6 glicerol al 20% y se guardé en alicuotas de 7 ml aproximadamente,
la pastilla (P2) se resuspendié en buffer de lisis. Se guardaron alicuotas de todo el
fraccionamiento a —70°C para posteriormente determinar actividad enzimatica y

proteina.

5.4 Purificacion de la PTPasa de E. histolytica por cromatografia
de afinidad (Concanavalina — A — sefarosa)

La purificacion de la enzima se realiz6 a una temperatura de 4°C. La columna se

equilibré con PBS Ca™ Mg™" frio. La muestra (SN) se pasé por la columna
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lentamente y el material no unido se colecto. Posteriormente se lavo la columna
con PBS Ca"" Mg"™" se guardaron los primeros 40 ml y lo demas se desecho. Se
eluy6 con 40 ml de a-metil manopiranésido (aMM) 0.1 M en PBS Ca™" Mg™".

Se tomaron alicuotas de la muestra inicial (SN,), del material no unido, lavado y

eluidos para determinar actividad enzimatica y proteina.

5.5 Purificacion de la PTPasa de E. histolytica por cromatografia
de intercambio idénico (DEAE-Celulosa).

Se eligieron los eluidos de mayor actividad enzimatica de la purificacién por
cromatografia de afinidad, se descongelaron y juntaron.

La columna se equilibré con buffer A (Tris 10 mM pH 7.4, NaCl 50 mM y aMM 10
uM). Se paso lentamente la muestra por la columna y se colecté el material no
unido. Se lavé la columna con buffer A, se guardaron los primeros 40 ml.

Se eluyd con 15 ml de buffer Ay 15 ml de buffer B (Tris 10 mM pH 7.4, NaCl 400
mM y aMM 10pM) utilizando un formador de gradiente.

Se tomaron alicuotas de la muestra original Con-A, del material no unido, lavado y

eluidos para determinar actividad enzimatica y proteina.

5.6 Seguimiento de la actividad enzimatica

5.6.1 Actividad de fosfatasa acida.

Método en placa: Se utilizaron 10 pl de muestra (en el caso de SN, se utiliza 1 pl
de una dilucién 1:10), se adicioné 80 pl de acetato de sodio pH 5.0 (para SN, 89
ul), y 10 pl de p-NPP 0.1 M la placa se incubd por 1 hr a 37°C. La reaccién se
detuvo con 20 pul de NaOH 2 N. Se ley6 en el lector de ELISA a una longitud de

onda de 405 nm. Cada condicién se realizo por duplicado

5.6.2 Actividad de Proteina tirosina fosfatasa

La actividad se determiné utilizando un KIT especifico para PTPasa ( Tyrosine
Phosphatase Assay System de PROMEGA).

Este Kit contiene dos péptidos: END (1118 KD) y DADE (1328 KD) los cuales

poseen un solo sitio fosforilado en tirosina, la reaccién se lleva a cabo en un
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amortiguador de acetato de sodio pH 5. Se colocaron 35 pl de la muestra con 10
ul de buffer de acetato de sodio y 5 ul de péptido fosforilado en tirosina. Se dejo
incubando durante 15 min a temperatura ambiente. La reaccion fue terminada por
la adicién de 50 pl de Dye/additive. Posteriormente se leyo en el lector de ELISA a
630 nm.

La concentracion de fosfatos liberada en la reaccion enzimatica fue determinada

utilizando una curva de fosfatos donde se extrapolaron los resultados obtenidos.

5.7 Determinacion de proteina por el método de Bio-Rad DC

El ensayo de proteina de Bio-Rad es un ensayo colorimétrico para la
determinacion de la concentracion de proteina en muestras con detergente.

El ensayo se basa en la reaccion de la proteina con una solucion de tartrato de
cobre alcalino y reactivo de Folin. La reaccion se lleva a cabo entre la proteina y el
cobre en medio alcalino y la subsecuente reduccion del reactivo de Folin por el
complejo, desarrollando un color azul.

La mezcla se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y se lee a una
absorbancia de 750 nm.

Los resultados se extrapolan en una curva de Albumina sérica bovina.

5.8 Purificacion de neutréfilos (Ficoll-Hypaque).

Se obtuvo sangre periférica fresca de sujetos sanos utilizando como
anticoagulante EDTA. Se realizd una dilucién 1:1 sangre con solucién salina
fisiologica (SSF) estéril; se adicion6 3 ml de ficoll a la sangre, por cada 5 ml de
sangre diluida, colocando el ficoll y posteriormente la sangre, lentamente por las
paredes del tubo, se centrifugé a 1500 rpm por 25 min a 20°C; se retiraron la capa
de plasma, mononucleares y ficoll, dejando el paquete celular de eritrocitos y
neutrofilos.

Se agreg6 solucion litica recién preparada, estéril y de pH 7.2 al paquete celular
en una proporcion 3:1 y se agité suavemente por 10 min; se centrifugd a 1500

rem, 10 min a 20°C . Se observo la coloracion del botén, si este presentaba una
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tonalidad rojiza se adicioné nuevamente solucion litica, repitiendo el mismo

proceso.

Cuando el boton es de un color claro se lava 2 — 3 veces con SSF estéril. Antes
del dltimo lavado se verifico la viabilidad de las células en 10 pl de neutréfilos y 90
pl de Azul de Tripan, se observaron al microscopio. También se realizé un conteo
celular, se tomaron 10 pul de células mas 90 ul de solucién de Turk se conté en la
camara de Neubauer.

Después del ultimo lavado se retird todo el sobrenadante y se ajusté el numero de

células con solucién de Krebs (1 x 10° células / 50pl ).

5.9 Efecto de la PTPasa en el estallido oxidativo de neutrofilos

activados .

Después de ensayar diferentes concentraciones de células, se encontré que el
efecto se observd mejor en 1 x10° células en 50 ul. Los PMN purificados se
incubaron previamente 30 min a 37°C y 5% CO, . Después se colocaron en una
placa y se adicion6 100 ! de la PTPasa amibiana. Se incubé nuevamente bajo las
mismas condiciones durante 15 min. Al término de este periodo se adicion6 100 pl
del luminol y 60 pl del estimulo (PMA o zymosan); inmediatamente la placa se leyé

en el luminémetro durante 30 min.

5.10 Ensayo de fosforilacion.

Los PMNs purificados de sangre periférica se ajustaron en 200 pl de solucion de
Krebs, se incubaron con diferentes condiciones (400 ul de la enzima de alta y baja
actividad de PTPasa, Tris y Solucién de Krebs) durante 30 min a 37 °C y 5% de
CO: . La viabilidad de las células se observé utilizando Azul Tripan después de la
incubacion.

Las células se lavaron con SSF. Se adicioné 150 ul de buffer de lisis y se
colocaron en una placa de agitacion 30 min a 4°C. Finalmente se verifico la lisis al
microscopio. Se centrifugd y se realizé la determinacion de proteina por el método

de Bio-Rad DC a los sobrenadantes y se analizaron en un gel de poliacrilamida
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PAGE-SDS al 10% y se transfirieron a una membrana de immobilon. La
transferencia se realiza a 20 V durante 70 min, posteriormente la membrana se
bloqued con BSA 3% en TBST 1X. Se incubé toda la noche con el anticuerpo anti-
PY20 a una dilucién 1:1000 (HRP-mouse antiphosphotyrosine, ZYMED) el cual
identifica proteinas fosforiladas en residuos tirosina y se reveld por
quimioluminiscencia.

Para el analisis densitométrico de las proteinas fosforiladas en tirosina se utilizo el
Multilmage Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation)con el programa
Chemilmager 4000. El porcentaje de intensidad se obtuvo tomando como 100 % la

intensidad de la banda de los PMNs incubados con buffer

5.11 Identificacion de la Proteina cinasa activada por mitégeno
(MAP cinasa).

Los eluidos de Con-A y DEAE con alta actividad enzimatica de FA, precipitados
con acetona, se analizaron en un gel PAGE-SDS al 10%, se tifid con plata y se
transfiri6 a una membrana de immobilon. La transferencia se realizé a 20V durante
70 min, posteriormente la membrana se bloqued con BSA 3%. Se incubo toda la
noche con el anticuerpo primario ERK 2 (D-2): sc-1647 que reconoce la region
carboxilo terminal de la ERK 2 Map cinasa p42 de origen humano a una dilucion
de 1:4000, se lavé y la membrana se incubé con el anticuerpo secundario HRP-
mouse a una dilucion de 1:5000 durante 2 h. Finalmente se revel6 por

quimiolumiscencia.
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6. RESULTADOS

6.1 Actividad especifica de Fosfatasa acida (FA) en las fracciones
subcelulares de trofozoitos de Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos fueron lisados en un buffer hipoténico con inhibidores de proteasas
utilizando una bomba de nitrégeno. La fracciones obtenidas fueron: extracto total
(ET); sobrenadante 1(SN1); pastilla 1 (P1); fraccion solubilizada o sobrenadante 2
(SN2); pastilla 2 (P2).

La actividad de fosfatasa se determiné utilizando pNPP 0.1 M y la proteina fue
determinada por el método de DC BIO-RAD.

Se observé una mayor actividad especifica en la fraccion solubilizada con el
detergente Triton X-100 (SN2). (Fig. 7)

3000 4

(U/mg de proteina)

Actividad especifica

i B .
ET SN1 P1

Fracciones subcelulares

Fig. 7 Actividad especifica de FA del fraccionamiento de trofozoitos de E.
histolytica. Extracto total (ET); Sobrenadante 1 (SN1); Pastila 1 (P1);
Sobrenadante 2 o fraccion solubilizada (SN2); Pastilla 2 (P2).
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6.2 Purificacion de la PTPasa.

Para la purificacion se utilizaron dos columnas. Una columna de afinidad (Con-A-
sefarosa) por la cual se pas6 el SN2, el material unido se eluy6é con oMM 0.1 M.
Los eluidos con elevada actividad enzimatica se juntaron y se pasaron a través de
una columna de intercambio i6nico (DEAE-celulosa); el material unido se eluy6
utilizando un gradiente de NaCl (50-400 uM). En la purificacion por DEAE se
observé un pico homogéneo (Fig. 8).
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Fig. 8 Purificacion de la PTPasa por: (A) Columna de afinidad (Con-A-sefarosa),
se eluyé con cMM 0.1 M. (B) Columna de intercambio iénico (DEAE-celulosa), se
eluyé utilizando un gradiente de NaCl (50-400 uM).
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6.3 Copurificacion de la actividad de FA y de PTPasa.

La determinacion de las actividades enzimaticas se realizé con las fracciones
obtenidas de la columna de intercambio i6nico. Para la actividad de PTPasa se
utilizé un Kit comercial d¢ PROMEGA y para FA se utilizé como sustrato el pNPP
0.1 M. En esta grifica se observa que ambas actividades copurifican en las
mismas fracciones, aunque el pico de PTPasa esta ligeramente desplazado del
pico de maxima actividad de FA (Fig. 9).

("0’a) "v’4 op pepiARoY

Actividad de PTPasa (pmol PO,)

M.O E1 E7 E12 E17
Eluidos

Fig. 9 Copurificacion de la actividad de Fosfatasa acida y de PTPasa de
Entamoeba histolytica.
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6.4 Efecto de la PTPasa en el estallido oxidativo de PMNs

estimulados con PMA.

Los PMNs purificados de sangre periférica se incubaron previamente con buffer y
PTPasa, finalmente se estimulé el EO, la actividad oxidativa se midié por
quimioluminiscencia. (A) Actividad oxidativa de tres distintos experimentos. (B)
Porcentaje del efecto de la PTPasa amibiana, se realizé un promedio de los tres
experimentos, el porcentaje de actividad oxidativa se obtuvo tomando como 100%
las URL de los PMNs incubados con el buffer, se determiné la desviacion estandar
de los datos. No se observé efecto de la PTPasa en el EO de los PMNs cuando
fueron activados con PMA (Fig. 10).

6.5 Curva dosis respuesta del efecto de la PTPasa en el estallido
oxidativo de PMNs estimulados con PMA.
Se incubaron los PMNs con distintas dosis de PTPasa (25 pl, 50 ul y 100 pl). No

se observo efecto de la PTPasa en el EO de los PMNs activados con PMA al
incrementar la dosis de enzima (Fig. 11).
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Actividad oxidativa (%)

PMN+ Buffer PMN + PTPasa

Fig. 10 Efecto de la PTPasa amibiana en el estallido oxidativo de PMNs
estimulados con PMA. (A) Los PMNs se incubaron con Buffer y PTPasa en
distintos tres distintos experimentos. (B) Porcentaje del efecto de la PTPasa
amibiana, promedio de tres experimentos.
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Fig. 11 Curva dosis respuesta del efecto de la PTPasa de E. histolytica en el
estallido oxidativo de PMN estimulados con PMA en presencia de diferentes dosis
de la enzima (25 pl, 50 ply 100 pl).
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6.6 Efecto de la PTPasa en el estallido oxidativo de PMNs
estimulados con zymosan.

Los PMNs purificados de sangre periférica se incubaron previamente con buffer y
PTPasa, finalmente se estimulé el EO, la actividad oxidativa se midié por
quimioluminiscencia. (A) Actividad oxidativa de cuatro distintos experimentos. (B)
Porcentaje del efecto de la PTPasa amibiana, se realiz6 un promedio de los cuatro
experimentos, el porcentaje de actividad oxidativa se obtuvo tomando como 100%
las URL de los PMNs incubados con el buffer, se determiné la desviacion estandar
de los datos. En este ensayo se observd que la PTPasa amibiana incrementa el
EO de los PMNs cuando fueron activados con zymosan (Fig. 12).

6.7 Curva dosis respuesta del efecto de la PTPasa en el estallido
oxidativo de PMNs estimulados con zymosan.
Se incubaron los PMNs con distintas dosis de PTPasa (25 pl, 50 ul y 100 pl). Al

incrementar la dosis de enzima, aumentd la actividad oxidativa de los PMNs
estimulados con zymosan (Fig. 13).
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Fig. 12 Efecto de la PTPasa en el estallido oxidativo de PMNs estimulados con
zymosan. (A) Los PMNs se incubaron con Buffer y PTPasa amibiana en cuatro
distintos experimentos. (B) Porcentaje del efecto de la PTPasa amibiana,
promedio de cuatro experimentos.
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l PMNs + Buffer B PMNs + PTPasa

Fig. 13 Curva dosis respuesta del efecto de la PTPasa amibiana en el estallido
oxidativo de PMNs estimulados con zymosan en presencia de diferentes dosis de
la enzima (25 pl, 50 ply 100 pi).
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6.8 Analisis densitométrico del patron de proteinas fosforiladas
en tirosina de los PMNs incubados en presencia de la de la
PTPasa amibiana.

Los PMNs purificado se incubaron bajo diferentes condiciones de trabajo: PMN +
Eluido con actividad de PTPasa, PMN + Eluido sin actividad de PTPasa, PMN +
Tris y PMN + Buffer. Posteriormente se lisaron los PMNs y los sobrenadantes se
corrieron en geles de poliacrilamida al 10 % y se transfirieron a membranas de
immobilon la cual se incubé con un anticuerpo anti-tirosina (PY20). Cuando los
PMNs se incubaron con la PTPasa se encontré un incremento en la fosforilacion
de 5 proteinas de bajo peso molecular: 42, 48, 55, 68 y 70 kDa (Fig. 14 —18).

Proteina de 42 kDa
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Fig. 14 Andlisis densitométrico del patron de proteinas fosforiladas en tirosina de
PMNs incubados en presencia de la PTPasa amibiana. (1) PMN + Eluido con

actividad de PTPasa. (2) PMN + Eluido sin actividad de PTPasa. (3) PMN + Tris.
(4) PMN + Buffer.
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Proteina de 48 kDa
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Fig. 15 Andlisis densitométrico del patrén de proteinas fosforiladas en tirosina de
PMNs incubados en presencia de la PTPasa amibiana. (1) PMN + Eluido con
actividad de PTPasa. (2) PMN + Eluido sin actividad de PTPasa. (3) PMN + Tris.
(4) PMN + Buffer.
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Fig. 16 Andlisis densitométrico del patron de proteinas fosforiladas en tirosina de
PMNs incubados en presencia de la PTPasa amibiana. (1) PMN + Eluido con
actividad de PTPasa. (2) PMN + Eluido sin actividad de PTPasa. (3) PMN + Tris.
(4) PMN + Buffer.



Proteina de 68 kDa
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Fig. 17 Analisis densitométrico del patrén de proteinas fosforiladas en tirosina de
PMNs incubados en presencia de la PTPasa amibiana. (1) PMN + Eluido con

actividad de PTPasa. (2) PMN + Eluido sin actividad de PTPasa. (3) PMN + Tris.
(4) PMN + Buffer.
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Fig. 18 Andlisis densitométrico del patrén de proteinas fosforiladas en tirosina de
PMNs incubados en presencia de la PTPasa amibiana. (1) PMN + Eluido con
actividad de PTPasa. (2) PMN + Eluido sin actividad de PTPasa. (3) PMN + Tris.
(4) PMN + Buffer.



6.9 Determinacion de la presencia de una MAP cinasa en las
fracciones conteniendo a la PTPasa amibiana.

Linea 1 Fraccion de Con-A-sefarosa y Linea 2 Fraccion de DEAE-celulosa.(A)
Tincién con plata. (B) Westem-blot. Se transfirieron a una membrana de immobilon
y se incubaron con el anticuerpo primario anti-ERK 2 (D-2): sc-1647 y con un
anticuerpo secundario anti-igG de raton conjugado a HRP, se revelo por
quimioluminiscencia. En la tincion con plata se observa un patron de proteinas de
diferente peso molecular y en el western-blot se observa el reconocimiento de dos
proteinas MAP cinasas de 44 y 42 kDa de PM. (Fig. 19)

KDa A B
e
: <€ 44kDa
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S 42 kDa
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1-ConA A - Tincién con plata
2.- DEAE B.- Western-blot

Fig. 19 Analisis en PAGE-SDS de la PTPasa de Enfamoeba hislolylica purificada
por columna de afinidad e intercambio idGnico. Linea 1 Fraccion de Con-A-
sepharosa y Linea 2 fraccion de DEAE-celulosa.(A) Tincion con plata. (B)
Westem-blot. Reconocimiento de la MAP cinasa por el anticuerpo anti-MAPcinasa
ERK2 en muestras de PTPasa purificada de E. histolytica.



7. DISCUSION

El estallido oxidativo (EO) es un mecanismo de defensa que presentan las células
fagociticas tales como PMNs y macréfagos, durante este proceso se generan
sustancias toxicas como el ién superoéxido y el perdxido de hidrégeno capaces de
danar y matar agentes infecciosos.

La produccion de radicales libres de oxigeno durante el EO en células fagociticas
juega un papel importante en el proceso inflamatorio. El principal efecto que puede
contribuir en la patogénesis en estados tempranos de infeccion es el aumento del
estallido oxidativo, lo cual conduce hacia una aguda respuesta inflamatoria con
dafio tisular. La fosforilacién juega un papel importante para la activacion celular.
Recientemente se ha descrito en diversos microorganismos patégenos una
PTPasa capaz de modular el estallido oxidativo a través de la desfosforilaciéon de
proteinas principalmente en residuos tirosina (PTPasa).

En este trabajo se analizé el efecto de la PTPasa asociada a membrana de
trofozoitos de Entamoeba histolytica en el EO de PMNs activados con PMA y
zymosan.

Nosotros observamos que cuando estimulamos los PMNs con PMA no hay ningtin
efecto sobre el EO, sin embargo en ensayos realizados en el laboratorio se
observé una inhibicién dosis dependiente en el EO de PMNs estimulados con f-
MLP. Este mismo efecto se observé cuando se incubaron PMNs con la FA
purificada de promastigotes de Leishmania mexicana. Disminuyé la produccién de
metabolitos téxicos de oxigeno al estimular con f-MLP, mientras que al estimular
con PMA la FA no tuvo efecto sobre el metabolismo oxidativo de los PMNs
Remaley y colaboradores sugieren que inhibicién del EO por la FA se debe a la
desfosforilacion de sustratos especificos (residuos tirosina) que capacitan a célula
para ser activada en las vias involucradas en la generacién del O;'y el H;0,.
Debido a esto estimulamos los PMNs opsonizado con IgG, de esta manera se
activa el EO por una via dependiente de receptor (receptor Fc) fosforilados en

tirosina. En este experimento no observamos inhibicion sino un incremento en el
EO de los PMNs.
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Esto podria explicar que el blanco para la PTPasa amibiana no son todos los
residuos tirosina asociados al receptor Fc o que el estimulo fue tan fuerte que no
se pudo evidenciar el efecto de inhibicion sobre los PMNs.

Cabe mencionar que estos ensayos se realizaron utilizando diferentes dosis de
enzima y aun asi no se observo un efecto inhibitorio.

Se ha demostrado que la fosforilacion en tirosina es requerida para la activacion
del EO por lo cual también se analizd el patron de proteinas fosforiladas en
tirosina de PMNs utilizando el anticuerpo PY-20 que reconoce proteinas
fosforiladas en tirosina; se encontré un incremento en la fosforilacion de 5
proteinas (42 kDa, 48 kDa, 55 kDa, 68 kDa y 70 kDa) en la condicién donde
fueron incubados con la PTPasa amibiana.

Estudios previos con microorganismos patégenos mostraron dos distintos
patrones de fosforilacion. En el caso de Yersinia enterocolitica un analisis
densitomeétrico revelé que el nivel de inhibicién de fosforilacion de tirosina inducida
por zymosan era paralela al nivel de supresién del EO.

Se ha reportado que el tratamiento de neutréfilos humanos con la PTPasa de
Coxiella burnetii dio como resultado un aumento en la fosforilacién de proteinas
con residuos tirosina. A primera vista es una aparente contradiccion con lo antes
referido, sin embargo se propone que este efecto puede ser resultado de la
activacion de cinasas internas por la desfosforilacion de la superficie celular por la
PTPasa.

La posibilidad de que la PTPasa de Coxiella burnetii presentara actividad de
tirosina cinasa la cual participara en el aumento de la fosforilacion fue analizada
con un Kit de tirosina cinasa. Ni los lisados y ni la PTPasa purificada de C. Burnetii
presentaron actividad de tirosina cinasa detectable. 2°

Para analizar si en las purificaciones de la Papaza amibiana pudiera copurificar
una cinasa o posiblemente que esta PTPasa amibiana posea una actividad dual
como ya se ha reportado la presencia de proteina cinasa fosfatasa (MAPKP) se
realizdé una inmunotransferencia utilizando el anticuerpo monoclonal ERK 2 (D2):
sc-167 que reconoce la terminal carboxilo de la MAP cinasa ERK2 de humano.
Encontramos que el anticuerpo reconocio6 2 proteinas en la muestra de la PTPasa

amibiana purificada, una proteina de 42kda y 46kDa de PM.
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En Entamoeba histolytica ya se habia reportado la presencia de esta MAP cinasa
de 42 kDa en extractos totales del parasito. Hasta el momento desconocemos el
mecanismo por el cual la PTPasa amibiana pueda tener actividad dual o en que

momento se activa esta actividad de cinasa.
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8. CONCLUSIONES

La interaccion de la PTPasa purificada de Entamoeba histolytica no presento
efecto sobre el estallido oxidativo de neutrofilos activados con PMA, por otro lado,
al ser incubada con los neutréfilos polimorfonucleres estimulados con zymosan, la
PTPasa amibiana incrementa el estallido oxidativo.

La PTPasa amibiana incrementa la fosforilacién en tirosina de proteinas de 42, 48,
55, 68 y 70 kDa de los neutrofilos.

Adicionalmente la PTPasa amibiana comparte epitopos con la proteina MAP

cinasa ERK-2 de humano.
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9. PERSPECTIVAS

La perspectiva de este trabajo es analizar si la PTPasa purificada presenta
actividad de cinasa, asi como también resulta interesante estudiar en que via de

sefalizacion de células fagociticas (neutréfilos y macréfagos) pueda participar.
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Buffer de lisis

Imidazol
EDTA
Benzamidina
Leupeptina
Aprotinina

Por cada 5 millones de amibas se utiliza 1 ml de buffer de lisis.

PBS 1x

NaCl

KClI

NazHPO4

KH,PO,4

H.0

pH 7.4 (no se ajusta)

PBS Ca"™" Mg

CaC|2

MgCIz 6H20

KCI

NaCl

KH,PO,4

NazHPO4

H,O

pH 7.4 (no se ajusta)

Buffer A
Tris-HCI
NaCl
a-MM
Buffer B
Tris-HCI

NaCl
a-MM

APENDICE

10 mM
5 mM
1mM
2 pg/ml
10 pg/ml

8 gr

0.2gr

1.44 gr

0.24 gr

c.b.p. 1000 ml

0.19r

0.1gr

0.2gr

8 gr

0.2gr

0.917 gr
c.b.p. 1000 ml

10 mM (pH 7.4)
50 mM
10 uM

10 mM (pH 7.4)
400 mM
10 uM
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Solucion de Krebs

NaCl 121 mM

KCI 5mM

CaCl, 1.3 mM
MgSO,4 1.2mM
NaH,PO4 3.1 mM
NazHPO4 12.5 mM
Dextrosa 11 mM

H.0 c.b.p. 1000 ml

pH 7.2 (ajustar con NaOH 1M)
Esterilizar por filtracion con membrana de 0.22 pm

Solucién de Hanks

NaCl 8 gr

KCI 0.4 gr

CaCl, 0.14 gr
MgSO, 0.4 gr
NaHCO; 0.208 gr
Na;HPO4 0.06 gr
Glucosa 1.0g9r
KH2,PO4 0.06 gr

H,O c.b.p. 1000 ml

pH 7.2 (ajustar con NaOH 1M)
Esterilizar por filtracion con membrana de 0.22 pm

Solucion litica

Solucion madre

I NH4ClI 16.58 gr/L
I NaHCO; 8.4 gr/lL
IEDTA 0.146 g/L

Las soluciones madre se preparan con agua desionizada y se guardan a 4°C.
Para la solucién de trabajo se realiza lo siguiente:

| NH4CI 50ml
Il NaHCO3 20ml
Il EDTA 10ml
H20 20ml

Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1M y esterilizar por filtracion con membrana de
0.22um. La solucion de trabajo se prepara el mismo dia de la lisis.
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Luminol (SIGMA)

Se pesan 3.56 mg, se disuelven en 100 pl de DMSO y se lleva a 1 ml con solucién
de Hanks. Para el ensayo se toman 200 pl y se lleva a 3 ml. Por cada condicion se
utilizan 100 pl.

Zymosan (SIGMA)

Se pesan 200 mg para 20 ml de solucion salina al 0.85%, se pone en un tubo de
50 ml y se deja en bafo maria por 30 min. Enfriar a temperatura ambiente y lavar
dos veces centrifugando a 5000 rpm con solucién salina durante 10 min; preparar
alicuotas de 1 ml y congelar inmediatamente a —20°C. La opsonizacién de esta
particula se realiza el mismo dia del ensayo de quimioluminiscencia, para lo cual
se realiza lo siguiente:

Se descongela una alicuota de 1 ml y se lava dos veces con solucién salina a
5000 rpm durante 5 min. Después se resuspende con 200 pl de suero AB fresco
mas 700 ul de solucién de Hanks, incubando por 30 min en agitacién a 37 °C.
Posteriormente se lava 2 veces con solucion salina y finalmente se resuspende en
1 ml de solucién de Hanks. De esta suspension se toman 60 pl por cada condicién

PMA (SIGMA)

La ampolleta de 1g se disuelve en DMSO (Stock 1mg/ml), y se guarda en
alicuotas de 200 pl. La solucién de trabajo se prepara de la siguiente manera: se
toma lo 200ul y se lleva a 1200pl con solucion de Hanks.

48



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Antecedentes
	2. Justificación
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Metodología
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Perspectivas
	10. Bibliografía
	Apéndice

