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Resumen 

Leishmania es un parásito intracelular que puede activar varias moléculas 

inhibitorias de las cascadas de señalización en el macrófago. Una de estas 

moléculas es la PTP SHP-1 que se expresa en células hematopoyéticas, se ha 

reportado que la infección de macrófagos con Leishmania induce esta 

fosfatasa. Por otro lado, se ha demostrado la presencia de una proteína tirosina 

fosfatasa (PTP) en extractos de promastigotes de Leishmania major. Es de 

nuestro interés estudiar la participación de estas proteínas fosfatasas en la 

infección del macrófago por lo que el objetivo de esta tesis fue clonar y purificar 

la PP2C de L. major. 

Mediante el diseño de oligonucleótidos específicos se clonó un gen que 

codifica para una PP2C de L. major. El ADN amplificado por PCR se secuenció 

y mediante un análisis de alineamiento se determinó que se trataba del gen 

para la PP2C de L. major (Lmj PP2C). Se establecieron las condiciones de 

inducción y se realizó la sobreexpresión de la enzima, ésta se purificó por 

cromatografía de afinidad y se eluyó con un gradiente de imidazol (5-500 mM). 

Las fracciones se analizaron en geles en condiciones desnaturalizantes y se 

tiñeron con azul de Coomassie. Se demostró que la proteína recombinante 

PP2C de L. major tiene un PM de 44.9 kDa y se presentó a partir de la fracción 

26. Al realizar la caracterización bioquímica de la proteína recombinante se 

encontró actividad enzimática de fosfatasa en presencia de dos cationes 

divalentes (Mg2+ y Mn2+). El pH óptimo fue de 8.5 y presentó mayor afinidad por 

el sustrato treonina con respecto a tirosina y se inhibió con inhibidores clásicos 

de PTPs y no por ácido okadáico. 

Además, se demostró que la PP2C se expresa en promastigotes de L. 

major y mediante microscopía de fluorescencia se observó que se encuentra 

concentrada en el saco flagelar. De acuerdo a las características que presentó 

la enzima y a los criterios utilizados para caracterizar las serina treonina 

fosfatasas de eucariontes, se demostró que la PP2C de L. major es similar a la 

PP2C de mamíferos. 
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Abstract 

Leishmania is an intracellular parasite that can modulate signaling 

pathway in its host cell. Recent studies suggest that PTPs play a role in the 

pathogenesis of Leishmania through activation of the PTPs of the host cells by 

the parasite. 

We reported previously the presence of a membrane-bound PTP in 

Leishmania major promastigotes.  Therefore, the principal goal of this work was 

the cloning, purification and characterization of a protein phosphatase 2C . 

The gene was cloned and amplified by PCR using specific oligonucleotides and 

the recombinant protein was purified by affinity chromatography. The peak in 

the elution profile that showed maximal protein concentration was analyzed by 

SDS-PAGE and revealed a protein of 44.9 kDa that had PP2C activity. This 

activity was dependent of divalent cations (Mg+2 and Mn+2) and was optimal at a 

pH of 8.5 when phosphothreonine was used as substrate.  Also, PP2C activity 

was not affected by PTPs specific inhibitors. 

This protein was used to generate polyclonal antibodies that recognized the 

44.9 kDa molecule. These antibodies were used for the immunodetection in 

Leishmania major promastigotes.  The results obtained by immunofluorescence 

showed that the enzyme is localized in the flagellar pocket of promastigotes. 

The genetic analysis of this protein showed high homology with a protein 

phosphatase PP2C from mammalian origin. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Vías de señalización del macrófago moduladas por el parásito 
Leishmania 

Leishmania es un parásito intracelular obligado que infecta a las células 

del sistema fagocítico mononuclear. Entre estas células se encuentran los 

monocitos, macrófagos y células dendríticas que son blanco de diversos 

microorganismos patogénicos que requieren un ambiente intracelular en el cual 

se puedan replicar. Los macrófagos que participan en la inmunidad innata, 

tienen la capacidad de fagocitar partículas extrañas y por su actividad 

microbicida participan también en la respuesta inmune adquirida en el 

procesamiento y presentación de antígenos. La activación del macrófago para 

incrementar su actividad microbicida es un requerimiento importante en la 

eliminación completa de estos patógenos intracelulares (1). 

Una pregunta importante relacionada a la infección de macrófagos por 

Leishmania y otros organismos patogénicos es la resistencia de éstos a las 

propiedades microbicidas de dichas células. Una de las formas de resistencia 

es la afectación de las vías de señalización requeridas para la activación 

celular. En macrófagos infectados con Leishmania donovani se demostró una 

inhibición en la vía de señalización del interferón gama (IFNγ), la cual es una de 

las citocinas más importantes en la activación. En esta vía de señalización del 

tipo JAK/STAT participan dos tirosina cinasas citoplásmicas que son miembros 

de la familia JAK. El estímulo de las células con IFNγ induce la fosforilación y 

activación de JAK1 y JAK2 y estas proteínas activadas catalizan la fosforilación 

de STAT. STAT fosforilado forma dímeros que se translocan al núcleo donde 

se unen a la secuencia de activación en el gen inducible por IFNγ (2). 

En la activación de la vía de señalización JAK/STAT se ha reportado que 

existen ligandos específicos involucrados en la dimerización del receptor, así 

como también en la unión de JAKs a dominios proximales del receptor de 

membrana. Recientemente se ha sugerido que esas interacciones pueden ser 

inhibidas por la infección con Leishmania. Un mecanismo alternativo para 

explicar la disminución de la activación de la vía JAK/STAT es la participación 

de PTPs de la célula hospedera. Un candidato es la proteína fosfatasa (PTP1C, 
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SHP-1) expresada en macrófagos y en otras células mieloides que regula 

negativamente la señalización dependiente de JAK (3). 

La participación de Leishmania en otra vía de señalización también ha 

sido reportada. En la vía de las MAP cinasas se observó que las células 

infectadas con el parásito y estimuladas con PMA mostraron una disminución 

en la fosforilación de las MAP cinasas p42 y p44. Estos resultados sugieren 

que la infección con el parásito específicamente afecta la fosforilación en 

tirosina de las MAP cinasas. Además se encontró que la expresión de c-FOS 

en respuesta a PMA y la expresión de iNOS en respuesta a IFNγ disminuyó 

notablemente por la infección con Leishmania (4). 

En otros estudios recientes se ha sugerido que la proteína tirosina 

fosfatasa SHP-1 del macrófago juega un papel importante en la patogénesis de 

la infección con Leishmania (5). 

Los antecedentes antes mencionados demuestran que Leishmania tiene 

la capacidad de modificar los niveles de fosforilación de proteínas celulares que 

pueden ser necesarias para la activación de la célula y favorecer su sobrevida 

en el ambiente hostil dentro del macrófago. Los eventos de señalización 

descritos requieren de la participación de dos principales clases de enzimas, 

proteínas cinasas (PKs) y proteínas fosfatasas (PPs), las cuales participan en 

eventos de fosforilación y desfosforilación en la célula.  

 

1.2 Fosforilación-desfosforilación  
 La fosforilación-desfosforilación de proteínas es uno de los mecanismos 

más importantes en la regulación de una variedad de eventos intracelulares en 

eucariontes. Esta fosforilación ocurre principalmente en residuos de tirosina, 

serina, treonina e histidina y está controlada por la acción de PKs y PPs. Las 

primeras catalizan la adición de un grupo fosforilo al residuo del aminoácido 

específico. Los niveles de fosforilación están regulados por PPs que son 

estructural y funcionalmente diversas. Las PPs están representadas por tres 

familias de genes distintos: una de ellas está representada por las proteínas 

tirosina fosfatasas (PTPs) y dos por la familia de fosfoproteínas fosfatasas 

(PPPs) y las fosfoproteínas fosfatasas dependiente de metales (PPM). Las 

PTPs son enzimas que participan en la desfosforilación de residuos de tirosina, 

mientras que las proteínas tirosina cinasas (PTKs) llevan a cabo la fosforilación 
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de residuos tirosina. El balance apropiado de la actividad de PTKs y PTPs 

participa en diversos procesos fisiológicos tales como: metabolismo, 

comunicación celular, transcripción de genes y respuesta inmune (6). 

Dentro de la familia PPP se encuentran las proteínas serina/treonina 

fosfatasas. Estás enzimas desfosforilan residuos serina y/o treonina y las más 

abundantes en eucariontes son: PP1, PP2A y PP2B. En la familia PPM la 

enzima representativa es la PP2C (7). 

 

1.3 Proteínas tirosina fosfatasas (PTPs) 
Estudios recientes sugieren que las PTPs pueden estar involucradas en la 

patogénesis de la infección intracelular. Estas enzimas se caracterizan por la 

presencia de un dominio catalítico conservado estructuralmente de 

aproximadamente 280 residuos dentro del cual se encuentra el motivo con la 

secuencia (H/V) CX5 R (S/T) que está altamente conservada. Mediante 

estudios de cristalografía de las PTP1B y PTPs de Yersinia se han definido 

diferentes características estructurales que se muestran en la Tabla 1 (8). 

 
Tabla1. Características estructurales del dominio catalítico de las PTP1B y 
PTPs de Yersinia 

 

 PTP1B 
(Placenta humana) 

PTPs de Yersinia 
(Bacteria Yersinia) 

Número de 
residuos 
del dominio 
catalítico 

1-321 163-468 

Estructura del 
dominio 
catalítico 

8 alfa hélices,12 cadenas beta 
plegada y un dominio 
catalítico 

20% de identidad 
con la PTP1B, 5 
alfa hélices y 8 
cadenas beta 

Sitio activo 
formado  por 

Existe un surco sobre la 
superficie molecular y está 
contenida en β3, β12, β4, β1, 

β2, β8, β3, β7 
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1.4 Clasificación de las PTPs 
La familia de las PTPs se divide en cuatro subfamilias: 

a) PTPs clásicas específicas de tirosina 

b) Fosfatasas de especificidad dual (DSPs) 

c) Fosfatasas Cdc25 

d) PTPs de bajo peso molecular (LMW) 

 Las PTPs clásicas fueron descubiertas originalmente por su capacidad de 

desfosforilar proteínas que tienen residuos de tirosina fosforilados. De acuerdo 

a su localización subcelular las PTPs específicas de tirosina pueden ser de tipo 

receptor o intracelulares. 

Las proteínas fosfatasas de especificidad dual (DSPs) se distinguen por 

su habilidad para hidrolizar el fosfato en residuos de serina, treonina y tirosina; 

uno de los prototipos de esta familia son las PTPs del virus vaccinia (VH1) (9). 
 

1.5  Proteínas serina treonina fosfatasas (PS/TP) 
 Las PS/TP (PP1, PP2A y PP2B) de la familia PPP junto con la PP2C de la 

familia PPM muestran la mayor actividad enzimática in vivo. Las PP1, PP2A y 

PP2B tienen un dominio catalítico común de 280 residuos y se distinguen por 

presentar subunidades reguladoras asociadas y formar una variedad de 

holoenzimas. La PP1 está involucrada en el control de múltiples funciones 

celulares tales como metabolismo del glucógeno, contracción muscular, 

progresión del ciclo celular y actividad neuronal. La PP2A participa en procesos 

tales como metabolismo, señalización celular, ciclo celular y control de la 

actividad de telomerasa. La PP2B se caracteriza por la dependencia de Ca+2 

para su actividad enzimática. El dominio catalítico se encuentra en la porción 

amino terminal de la subunidad A y presenta una región reguladora en la región 

carboxilo terminal. Además, la PP2B juega un papel importante en la 

señalización de Ca+2 en células T activadas. El incremento de este catión en 

células T estimuladas por el reconocimiento del antígeno activa a la PP2B y 

desfosforila la subunidad citosólica del factor de transcripción NFAT. Esta 

desfosforilación permite que NFAT se transloque al núcleo y junto con otros 

factores de transcripción inducen la expresión del gen para la interleucina 2 (IL-

2) (10).  
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 Las PP1 y PP2A se inhiben específicamente por una variedad de toxinas 

naturales tales como ácido okadáico y microcisteína. Estos inhibidores tienen 

poco efecto sobre la PP2B (11). 

 Las secuencias de aminoácidos de las proteínas fosfatasas de la familia 

PPM no muestran similitud con las fosfatasas encontradas en la familia PPP. 

Sin embargo, la estructura tridimensional de esas dos familias es muy similar. 

En la familia PPM, la  proteína representativa es la PP2C. Esta proteína en 

mamíferos presenta un dominio catalítico amino terminal con seis α-hélices y 

once hojas β, las cuales son comunes en todos los miembros de la familia de 

PP2Cs. Presentan también un dominio carboxilo terminal formado por 90 

residuos de aminoácidos, el cual consta de tres α-hélices. Las PP2Cs se 

clasifican como enzimas del grupo I o grupo ll. Esta clasificación se basa en la 

secuencia consenso RXXME/QD para el grupo l o KXXNED para el grupo II 

presentes en el motivo 1. Esta enzima requiere de Mg+2 y Mn+2 para su 

actividad enzimática y ha sido implicada en la regulación de diversos procesos 

celulares, entre los que se encuentran las vías activadas por estrés en plantas 

como por ejemplo en Arabidopsis (10, 12, 13). 

Debido al papel tan importante que tienen estas fosfatasas en la 

regulación de diferentes procesos celulares se ha demostrado que juegan un 

papel relevante en la patogenicidad de diferentes microorganismos. 

 

1.6  PTPs y PS/TP en microorganismos infecciosos 
 La actividad de PTP y PS/TP ha sido reportada como factor de virulencia 

en varios microorganismos infecciosos tales como virus, bacterias y parásitos. 

 

1.6.1  Virus 
El virus vaccinia (VH1) codifica una pequeña PTP de 20 kDa que es 

producida en la última etapa de la infección. Esta enzima desfosforila 

específicamente una proteína viral requerida para la formación de la cápside. 

VH1 es el prototipo de la familia de DSPs que puede desfosforilar sustratos que 

contienen fosfoserina/fosfotreonina (14). 
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1.6.2  Bacterias 
 Se ha descrito la presencia de fosfatasas de tirosina y de serina/treonina 

en diferentes especies de bacterias. 

 

1.6.2.1 Yersinia  
Dentro del género Yersinia se encuentran tres especies que son Yersinia 

pestis, Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis, agentes causales 

de una variedad de enfermedades entéricas y septicemia (15). Se ha 

demostrado que Yersinia tiene la capacidad de neutralizar a los macrófagos 

mediante la secreción de componentes virulentos llamados “Yops” (YopH, 

YopE, YopJ/P, YopkA/YopO, YopT y YopM). La YopH también conocida como 

Yop 2b o Yop 51 es una PTP que fue identificada como un factor de virulencia 

esencial debido a que inhibe la fagocitosis del macrófago (16). Se ha reportado 

que la inhibición de la fagocitosis por la PTP de Yersinia es por la 

desfosforilación de proteínas específicas tales como P130 cas y P125 FAK que 

participan en la despolimerización de fibras de actina (17). 

 

1.6.2.2   Bacillus subtilis 
Se ha demostrado que esta bacteria presenta cinco genes que codifican 

para PP2C. Uno de ellos, denominado Spoll E, regula la esporulación, ya que 

promueve la desfosforilación de un factor de transcripción SPOll (18). 

 

1.6.2.3   Mycobacterium tuberculosis 

En Mycobacterium tuberculosis la PP2C denominada PstP juega un papel 

en la regulación de la división celular debido a que desfosforila serina treonina 

cinasas PKnA y PKnB (19). Se han clonado y caracterizado dos proteínas 

(MptpA) con actividad de PTP, las cuales se expresaron como proteínas de 

fusión glutation-S-transferasa en Escherichia coli y se purificaron por 

cromatografía de afinidad. Estas proteínas desfosforilan los residuos 

fosforilados en tirosina de la proteína básica de mielina (MBP). La actividad de 

la enzima fue inhibida por ortovanadato de sodio, pero no por ácido okadáico y 

mutaciones en la cisteína 11 y 160  del sitio catalítico de Mptp A y de Mptp B 

ocasionaron la pérdida de esta actividad. Por otro lado, se determinó el papel 

de la cisteína 11 presente en el dominio catalítico de Mptp A. Esto se logró por 
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el cambio de la cisteína 11 por una serina con lo que se obtuvo la proteína 

mutante GST-Mptp AC11S que se expresó, se purificó y se analizó su actividad 

enzimática. La proteína mutante no fue activa, lo que sugirió que la cisteína 11 

es crucial para la actividad enzimática (20). 

 
1.6.2.4   Prevotella intermedia 

En esta bacteria se purificó y se caracterizó una proteína fosfatasa 

denominada PiACP con actividad de PTP. Esta proteína está codificada por un 

gen formado por 792 pb, es un monómero con un peso molecular de 30 kDa y 

presentó actividad a pH alcalino. La enzima desfosforiló péptidos fosforilados 

en tirosina, no requirió cationes divalentes para la actividad y fue sensible a 

ortovanadato, un inhibidor característico de la actividad de PTPs y resistente al 

ácido okadáico un inhibidor de PS/TP (21). 

 

1.6.2.5   Streptomyces coelicolor 
En este microorganismo se aisló y caracterizó un gen (PtpA) que codifica 

para una proteína que contiene una secuencia idéntica a las PTPs acídicas de 

procariontes y mamíferos. Esta proteína se expresó como una proteína de 

fusión, la cual catalizó la hidrólisis del pNPP y la desfosforilación de residuos de 

fosfotirosina (pY), pero no fosfoserina ni fosfotreonina. El pH óptimo para la 

hidrólisis del pNPP y de pY por la PtpA fue de 6 y 6.5 respectivamente y se 

inhibió por iodoacetato y vanadato de sodio (inhibidores de PTPs) (22). 

 

1.6.3  Parásitos 
En parásitos existen reportes de la caracterización bioquímica de estás 

fosfatasas así como también de la identificación del dominio catalítico mediante 

la utilización de anticuerpos que reconocen el dominio catalítico de estas 

proteínas.  

 
1.6.3.1   Ascaris suum 

Ascaris suum presenta dos proteínas tirosina fosfatasas que fueron 

parcialmente purificadas. Estas son la PTPA-1 con un peso molecular de 50 a 

55 kDa y la PTPA-2 de 180 kDa. Ambas proteínas presentan una reacción 

cruzada con el anticuerpo monoclonal dirigido contra la PTP-1B de placenta 
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humana. Mediante ensayos inmunohistoquímicos se determinó la presencia de 

la enzima en la lámina muscular del parásito (23).     

 

1.6.3.2   Entamoeba histolytica 

 En trofozoítos de Entamoeba histolytica se purificó una proteína fosfatasa 

unida a membrana con actividad de PTP. Esta enzima desfosforila 

específicamente la O-fosfo L-tirosina (P-Tyr) a un pH de 5 y presenta baja 

afinidad a sustratos como O-fosfo L-serina, O-fosfo L- treonina y ATP. Esta 

enzima se inhibió por compuestos como molibdato de amonio y tungstato de 

sodio, reportados como inhibidores específicos de PTP y trifluoperazina, 

inhibidor de la actividad de PS/TP. El anticuerpo monoclonal anti PTPasa 1B de 

placenta humana presentó una reacción cruzada con una molécula de 55 kDa 

presente en la fracción solubilizada de E. histolytica. En ensayos funcionales 

con células HeLa se observó una desintegración completa del citoesqueleto de 

actina de estas células después de 8 h de interacción con la PTP amibiana. 

Estos resultados sugieren que la PTP amibiana puede alterar los procesos de 

transducción de señales involucrados en el rearreglo del citoesqueleto de 

actina (24). 

Por otro lado, ya se conoce que en E. histolytica existen dos genes que 

codifican para las PTPs, denominados EhPTPA y EhPTPB los cuales fueron 

clonados. La proteína EhPTPA fue expresada como producto de fusión con 

glutatión-S-transferasa (GST::EhPTPA), la cual hidrolizó el sustrato p-NPP y se 

inhibió por inhibidores clásicos como el ortovanadato y molibdato. 

Adicionalmente desfosforiló una proteína de alrededor de 130 kDa que contiene 

residuos fosfotirosina y está presente en un lisado celular de trofozoítos (25). 

 
1.6.3.3 Trypanosoma brucei y T.cruzi 

En el parásito Trypanosoma brucei se demostró la presencia de actividad 

de tirosina fosfatasa en fracciones solubles y particuladas mediante la 

desfosforilación del péptido Tyr-(p) Ratyde. Por ensayos de Western blot se 

identificó una molécula con un anticuerpo monoclonal α PTP de alrededor de 

55 kDa en extractos de parásitos (forma sanguínea y procíclico). La actividad 

de la enzima se inhibió con el vanadato de sodio. Sin embargo, no hubo 
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evidencia directa de que la banda de 55 kDa detectada correspondiera a la 

actividad de PTP observada (26). 
En T. cruzi se caracterizó una PTP asociada a membranas y con actividad 

de PTP, la cual está ausente en el estado procíclico. La reconstitución de 

proteínas de membrana demostró que tres polipéptidos de 148, 115 y 72 kDa 

presentaron actividad de PTP que fue inhibida por vanadato de sodio (27). 

En estudios realizados con T. brucei se purificó y clonó una proteína 

fosfatasa de membrana que presentó una secuencia homóloga con otras 

fosfatasas. Las características cinéticas de la enzima, especificidad de sustrato 

y propiedades modulatorias fueron similares a las de otras proteínas fosfatasas 

reportadas. La presencia de fosfatasa ácida de T. brucei varía en las diferentes 

fases del ciclo de vida ya que se expresó en la fase de tripomastigote y no en la 

fase procíclica del parásito (28).  

Mediante el estudio de un gen que participa en el ciclo celular se demostró 

que la proteína tirosina fosfatasa de T. brucei (Tb PTP1) está implicada en la 

diferenciación celular pues su inhibición por ARN de interferencia ocasionó que 

el parásito se transformara en procíclico (29). 

 

1.6.3.4 Toxoplasma gondii 
En este parásito se demostró la presencia de la proteína fosfatasa 2C 

(PP2C) que se secreta durante la invasión y se determinó que interactúa con 

una proteína de unión a actina en la célula hospedera (30). 

 

1.6.3.5 Leishmania 

El primer reporte de PTPs en la familia Trypanosomatidae se realizó en 

Leishmania donovani, este estudio demostró que hay actividad de PTP en 

extractos crudos y en fracciones purificadas por cromatografía. Por otro lado, 

se observó un incremento en la actividad de fosfatasa ácida y una disminución 

de la actividad de PTP a lo largo del tiempo de cultivo. En este parásito no se 

demostró la presencia de la proteína mediante Western blot  (31). 

Nuestro grupo de investigación reportó la presencia de una PTP asociada 

a membrana de promastigotes de L. major, la cual presentó diferencias en la 

expresión de la proteína, en la actividad enzimática y en la localización 

ultraestructural entre ambas fases de crecimiento del parásito (procíclica y 
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metacíclica). De manera muy interesante en la fase metacíclica, que es la fase 

infectiva, se observó que la enzima está presente en la membrana del parásito 

y en la fase procíclica, en el citosol. Esto probablemente sea indicativo de que 

la presencia de esta fosfatasa esté relacionada con la adaptación del parásito 

al ambiente hostil en la célula hospedera (32). Por otra parte, también se analizó 

la actividad enzimática de fosfatasa en promastigotes vivos de L. mexicana y 

se encontró que estos parásitos desfosforilaron el p-NPP, este hallazgo es 

indicativo de que la enzima presente en la membrana del parásito posee su 

sitio catalítico hacia el exterior. 

Para conocer la función de las PTPs sobre la célula hospedera se estudió 

su participación en la infección de macrófagos por promastigotes de L. 

mexicana. Los promastigotes se incubaron con inhibidores de PTPs (vanadato 

y pervanadato), lo que inhibió la actividad de fosfatasa en relación a un control 

sin inhibidor. Los promastigotes con la PTP inhibida y promastigotes normales 

como control se utilizaron para infectar macrófagos derivados de médula ósea 

de ratón y de la línea celular J774 A.1. Los resultados mostraron una inhibición 

de la infección por Leishmania en un 40 % en la condición donde se utilizaron 

los inhibidores de PTP que actuaron sobre las enzimas del parásito y del 

macrófago. Este resultado sugiere la participación de PTPs de promastigotes 

de L. mexicana en la infección de macrófagos murinos (33). 

Otro grupo de investigadores realizaron la expresión heteróloga de la PTP 

1B de humano en L. donovani y mostraron que esta enzima regula la 

diferenciación a amastigote e induce la expresión de proteínas específicas e 

incrementa la virulencia en ratones BALB/c. Esto representa una evidencia 

sobre el papel que juegan las PTPs en la sobrevida del amastigote en el 

hospedero mamífero (34). 

En L. chagasi se clonó una proteína fosfatasa PP2C cuya actividad 

enzimática fue dependiente de Mg+2 y resistente al ácido okadáico, además 

esta proteína estimuló una respuesta de células T de pacientes infectados con 

L. amazonensis, L. braziliensis y L. chagasi (35).                                                                              
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ll. JUSTIFICACIÓN 

Se han realizado varios estudios de moléculas presentes en el parásito 

Leishmania que están asociadas a diferentes funciones. Este es el caso de la 

enzima aciltransferasa fosfatasa dihidroacetona que es una enzima glicosomal 

que al inhibirse causa alteraciones durante la división celular del parásito y 

ocasiona pérdida de la virulencia (36). Otra enzima importante relacionada con el 

metabolismo del parásito es la llamada fructosa 1,6 bifosfatasa la cual se 

expresa constitutivamente en ambas fases del crecimiento. Se observó que 

parásitos mutantes en esta enzima fueron incapaces de crecer en ausencia de 

hexosa y los amastigotes no se replicaron dentro del fagolisosoma (37). Se 

describió también una enzima que reduce a los antimoniales pentavalentes 

(fármacos clásicos para el tratamiento de la leishmaniasis) inhibiendo su efecto. 

Esta enzima es susceptible a inhibidores clásicos de PTPs como el 

ortovanadato de sodio y mediante mutagénesis dirigida, se observó que la 

cisteína presente en su dominio catalítico es importante para la catálisis (38). Los 

estudios anteriores demuestran la importancia de las proteínas fosfatasas 

presentes en el parásito, pero hasta la fecha se desconoce que proteínas del 

parásito son las responsables de bloquear los mecanismos funcionales de su 

célula hospedera (macrófago). Una de las estrategias que presenta el parásito 

Leishmania es su capacidad para modular los mecanismos de transducción de 

señales de la célula hospedera y se han descrito varias moléculas que pueden 

participar en la modulación de las vías de señalización en el macrófago. Dentro 

de estas moléculas se encuentra las proteínas fosfatasas, sin embargo, se 

sabe que estas moléculas pueden ser inducidas en el macrófago 

posteriormente a la infección con Leishmania y tienen un papel importante en el 

establecimiento de la leishmaniasis (5). Recientemente, nuestro grupo de 

investigación reportó la presencia de una PTP en la fase procíclica y 

metacíclica del parásito L. major. En este estudio se encuentran diferencias en 

la expresión, la actividad enzimática y la localización ultraestructural de la PTP. 

De manera interesante se observó que en la fase metacíclica (que es la fase 

infectiva del parásito) la enzima se encontró asociada a membranas del 

parásito. Durante el proceso de metaciclogénesis el parásito necesita 

equiparse de proteínas que le puedan ayudar para poder adaptarse y enfrentar 

los mecanismos efectores de su célula hospedera (32). Hasta el momento 
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existen reportes en otros microorganismos que demuestran la participación de 

las PTPs  como moléculas importantes en la diferenciación del parásito (34). No 

se conoce la participación de las proteínas fosfatasas y en especial la PP2C de 

L. major en el parásito mismo y en el proceso de infección al macrófago. Por lo 

que el objetivo de este trabajo fue clonar, purificar y caracterizar la proteína 

fosfatasa PP2C de L. major. 
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lll. HIPÓTESIS 
Leishmania major expresa una proteína fosfatasa de tipo PP2C que pudiera 

tener relevancia en la regulación del parásito. 

 
IV. OBJETIVOS 
4.1 Objetivo general: Clonar, purificar y caracterizar la proteína fosfatasa 

PP2C de promastigotes de Leishmania major  y demostrar su expresión.   

 

4.2 Objetivos específicos: 
4.2.1       Clonar y purificar la proteína fosfatasa PP2C recombinante de                     

               promastigotes de L. major  mediante cromatografía de afinidad.    

4.2.2        Caracterizar a la proteína fosfatasa PP2C de L. major. 

4.2.2.1 Analizar el efecto de iones divalentes (MgCl2, MnCl2, CaCl2, 

ZnCl2) sobre la actividad de fosfatasa.  

4.2.2.2 Determinar el pH óptimo de la actividad de fosfatasa. 

4.2.2.3 Analizar el efecto de inhibidores específicos de PTPs y PS/TP. 

4.2.2.4 Analizar la especificidad de sustrato. 

4.2.2.6 Analizar por electroforesis la PP2C purificada de L. major. 

4.2.2.8 Identificar por Western blot el dominio de la PTP con anticuerpos 

específicos anti-PTPs. 

4.2.2.9 Localizar la PP2C en promastigotes de L. major. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS  
 
5.1 Cultivo de promastigotes de Leishmania major 

La cepa MHOM/SV/7315-ASKH de L. major se cultivó en medio RPMI 1640 

(Gibco) con 10 % de suero fetal bovino (Gibco) descomplementado por calor a 56 

°C. Se cultivaron 5x105 parásitos por mL en un volumen total de 30 mL en 

condiciones de esterilidad. La fase de crecimiento de los parásitos se determinó 

por la prueba de aglutinación con lectina de cacahuate PNA (Sigma). Para esto se 

utilizaron 2x108 parásitos que se lavaron con una solución amortiguadora de 

fosfatos (PBS 0.15 M) 1X y posteriormente se resuspendieron en 900 µL de la 

misma solución, después se agregó PNA a una concentración de 100 μg/mL, se 

incubaron durante 30 min y se centrifugaron a 800 rpm por 3 min. Los parásitos 

aglutinados correspondieron a la fase procíclica y los no aglutinados 

correspondieron a la fase metacíclica. Se obtuvieron un 80 % de parásitos 

metacíclicos. Los parásitos se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min a 4 °C. Se 

lavaron con PBS 1X y se contaron en una cámara de Neubauer. La pastilla se 

congeló a –70 °C. 

 

5.2 Clonación de la proteína fosfatasa PP2C de L. major 

5.2.1 Extracción y purificación de ADN de L. major 

La pastilla de parásitos (500x106) se lavó dos veces con PBS 1X y se 

centrifugó a 4000 rpm durante 10 min. La pastilla se resuspendió en 1 mL de Trizol 

(Invitrogen), se agitó durante 15 seg y se incubó a temperatura ambiente por 5 

min. Posteriormente se adicionaron 200 µL de cloroformo (Baker) por cada mL de 

Trizol, se homogenizó por 45 seg y se centrifugó a 13500 por 15 min a 4°C. Se 

tomó la interfase (que es la fase más roja) y se retiró de la fase transparente. A 

continuación, se agregaron 400 µL de etanol absoluto (Merck) por cada mL de 

Trizol, se mezcló por inversión y se dejó reposar 3 min a temperatura ambiente. 

Se centrifugó a  por 5 min a 4 °C, se decantó y se agregó 1 mL de citrato de sodio 

0.1 M en etanol al 10 %. Posteriormente se agitó 30 min a temperatura ambiente. 

Nuevamente se centrifugó a las condiciones antes mencionadas. Se decantó y 
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resuspendió en 1 mL de etanol al 75 % por mL de trizol. Se agitó 20 min a 

temperatura ambiente. La pastilla se secó al vacío y se resuspendió en 30 µL de 

agua destilada estéril, después se calentó a 60 °C por 15 min y el ADN se 

almacenó a -20 °C hasta su uso. 

 
5.2.2 Diseño de oligonucleótidos a partir del genoma de L. major 

A partir del genoma de L. major reportado http://www.genedb.org.genedb se 

seleccionó un gen que se encuentra en el cromosoma 25 que codifica para una 

PP2C con una longitud de 1221 pb, masa molecular de 44.9 kDa y un punto 

isoeléctrico pH 4.5 (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 1. Secuencia de nucleótidos de ADN del cromosoma 25.0750 de L. 

major. 
 

Para obtener el gen se diseñaron dos oligonucleótidos a partir de la 

secuencia ya reportada. La longitud de los oligonucleótidos diseñados fue de 16 y 

19 nucleótidos respectivamente ya que es un tamaño adecuado para una 

hibridación específica en ADN genómico. 
 
 
 



 

 16

 
Los oligonucleótidos diseñados se muestran a continuación: 

Oligonucleótido sentido No. 5009 

 5´                                             3´ 

ATGGGCATTCCACTTCCGA 

 

Oligonucleótido anti-sentido No. 5010  

5´                                              3´ 
TCACTGCGTCTGCTCACC 
 
5.2.3 Optimización de las condiciones de amplificación del gen mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación del gen se realizó utilizando PCR que es una técnica que 

permite generar millones de copias de una secuencia de ADN específico. Es un 

proceso mediante el cual las cadenas individuales del ADN blanco son duplicadas 

por la enzima ADN polimerasa a partir de moléculas de ADN de cadena sencilla 

denominadas primers o iniciadores, los cuales se utilizan en cada uno de los 

ciclos. Al final de cada ciclo nuevas cadenas de ADN son duplicadas por la 

enzima, lográndose una producción exponencial de millones de copias del 

segmento de ADN específico. 

El proceso consta de tres etapas, a) desnaturalización: consiste en el 

calentamiento a 94 °C del ADN blanco favoreciendo el rompimiento de puentes de 

hidrógeno entre las bases, b) alineamiento: los iniciadores se unen al ADN molde 

a temperaturas de 50 °C y c) alargamiento: a una temperatura de 72 °C la ADN 

Taq polimerasa agrega nucleótidos a las dos hebras separadas en sentido 5´-3´. 

Existen varios factores que pueden alterar la especificidad y la eficiencia de 

la reacción de PCR tales como el diseño equívoco de los oligonucleótidos, una 

temperatura inadecuada, los tiempos de alineamiento y extensión de los primers, 

las concentraciones de la enzima, del templado y del cloruro de magnesio (MgCl2).  

Por esta razón es importante determinar de manera adecuada las condiciones de 

la reacción, para ello, se utilizaron concentraciones de 1.5 y 3.0 mM de MgCl2 y 
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diferentes temperaturas de alineamiento que fueron: 40, 40.2, 43.1, 45.4, 48, 50.7, 

53.5, 56, 58.1, 59.8 y 60.6 °C (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Condiciones utilizadas para obtener el producto de PCR del gen de la 

PP2C de L. major. 

 

Condiciones en una 

reacción de 100 μL 

Concentración 
final 

Volumen 

(μL) 

ADN genómico de L. 

major 
100 ng 1 

Oligonucleótido 
sentido 

200 ng 2 

Oligonucleótido anti-
sentido 

200 ng 2 

dNTP´s 0.2 mM 1 

Amortiguador sin 
magnesio 10X 

1X 10 

MgCl2  1.5 y 3 mM 3 

Enzima TAQ 
polimerasa 
(Invitrogen) 

1 U 0.5 

H2O cbp 100  80.5 

 
 

 

Los ciclos de amplificación del gen se realizaron utilizando el programa que 

se muestra en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Condiciones para la amplificación del gen de la PP2C de L. major. 

            Condiciones                Temperatura °C                   Tiempo 

         Desnaturalización                  94                                  5 min 

         Desnaturalización                    94                                30 seg 

         Alineamiento                            50.7                               1 min 

         Extensión                                 72                                 48 seg 

         Extensión final                         72                                 10 min 

        Temperatura final                       4 

    40 ciclos 

 
5.2.4 Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

El método de electroforesis de ADN en geles de agarosa se basa en la 

capacidad de las macromoléculas cargadas para desplazarse en un campo 

eléctrico con una velocidad directamente proporcional a su carga e inversamente 

proporcional a su tamaño. A pH alcalino las moléculas de ADN poseen una carga 

negativa uniforme por unidad de masa, lo que hace que su movilidad sea hacia el 

polo positivo y que esté determinada por el tamaño de las moléculas (número de 

pares de bases) (39). De manera particular la separación de los fragmentos de ADN 

se realiza por electroforesis en gel de agarosa o en gel de poliacrilamida. En 

ambos casos se prepara con distintas concentraciones en función del tamaño de 

los fragmentos que se quiera separar (40). 

 El ADN purificado, las digestiones y el producto amplificado por PCR del 

gen de Lmj PP2C se corrieron en geles al 0.9 % y 1 % (p/v) preparados en un 

amortiguador TBE 1X (Tris-boratos 100 mM, EDTA 2 mM, pH 8). A la muestra se 

le adicionó un amortiguador que contiene 80 % de formamida desionizada, Tris-

boratos 50 mM, EDTA 1 mM, xilencianol 0.1 % (p/v) y azul de bromofenol 0.1% 

(p/v). El marcador de tamaño molecular que se utilizó fue ∅X 174 RF DNA/Hae III 

Fragments (Invitrogen). El corrimiento electroforético se realizó a 100 V durante 35 
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min. Posteriormente los geles se tiñeron con bromuro de etidio y se observaron las 

bandas de ADN con un transiluminador de luz ultavioleta (UV). 

 

5.2.5 Purificación de ADN obtenido de los geles de agarosa 
Una vez obtenidos los productos de PCR, los fragmentos de tamaño 

esperado (1221 pb) fueron purificados con el Kit de extracción en gel (Qiagen) que 

permite la recuperación del ADN a partir de geles de agarosa. El fundamento del 

método se basa en la adsorción del ADN a la membrana silica en presencia de 

una concentración alta en sales; los contaminantes pasan a través de la columna y 

son eliminados mediante lavados. Posteriormente, el ADN puro se eluyó con un 

amortiguador de TRIZMA o agua. 

El fragmento de ADN correspondiente a la reacción de amplificación se 

cortó del gel de agarosa, se le adicionó tres veces el volumen de amortiguador por 

100 mg de gel, se incubó a 50 °C por 10 min (hasta que el gel se disolvió 

completamente) y se mezcló cada 2 min durante la incubación. Posteriormente se 

checó que el color de la mezcla fuera amarillo (similar al amortiguador) y si el color 

de la mezcla era anaranjado o violeta se le adicionaban 10 µL de una solución 3 M 

de acetato de sodio a pH 5 y se mezclaban, con lo que el color de la mezcla 

debería retornar a amarillo. Se adicionó la muestra a las columnas MinElute y se 

centrifugó por 1 min. El sobrenadante se desechó y la columna se pasó a otro 

tubo. Después se adicionaron 500 µL de amortiguador a la columna y se 

centrifugó por 1 min. Se lavó mediante la adición de 750 µL de amortiguador PE 

(Qiagen) y se centrifugó por 1 min. La columna se colocó en un tubo limpio de 1.5 

mL y el ADN se eluyó con 10 µL de amortiguador EB (Tris-HCl, 10 mM, pH 8.5). 

 

5.2.6 Establecimiento de las condiciones de PCR para el inserto con sitios de 
restricción 

Con la finalidad de realizar una clonación direccional se introdujeron sitios 

de corte de enzimas de restricción (Tabla 4). 

 

 



 

 20

Tabla 4. Secuencia de oligonucleótidos para amplificar el gen de la PP2C de L. 

major. Subrayados se muestran los sitios de restricción NdeI y Hindlll. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

De la misma manera que en el amplificado arriba mencionado se buscaron 

las condiciones óptimas de amplificado del inserto con sitios de restricción para las 

enzimas Ndel y HindIlI (Tabla 5), se utilizaron las mismas temperaturas de 

alineamiento previamente descritas (Tabla 3). 

 

Tabla 5. Condiciones de amplificación con sitios de restricción. 

Condiciones Concentración final Volumen 
(μL) 

ADN L. major 200 ng 2 
Oligonucleótido 
sentido con NdeI 

200 ng 4 

Oligonucleótido anti-
sentido con Hindlll y 
sin His-Tag 

200 ng 4 

dNTP´s 0.2 mM 2 
Amortiguador sin 
magnesio 

1X 20 

MgCl2 1.5 mM 6 

Enzima Taq 
polimerasa 
(Invitrogen) 

1.0 U 1.0 

Agua  161 
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El producto de PCR se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa, la 

banda de peso esperado se purificó y se utilizó para clonarla en el plásmido de 

expresión pET 23b (Novagen) (Figura 2). El sistema de expresión pET ha sido 

desarrollado para la clonación y expresión de proteínas recombinantes en E. coli. 

Los genes de interés son clonados en el vector pET 23b y posteriormente se 

transforman en la cepa BL21/DE3 pLysS. 

 

l  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Mapa del vector de expresión pET 23b de Novagen. En el recuadro 

se muestra la zona de clonación del gen de interés. En este caso los sitios de 

restricción utilizados fueron para NdeI y HindIII. 
 
5.2.7 Purificación del plásmido 

Las bacterias con el plásmido se cultivaron se cultivó en un volumen de 50 

mL de medio Luria Bertani (LB). Al siguiente día se centrifugaron a 3000 rpm por 

20 min. El plásmido se purificó con el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). El 

fundamento de este método se basa en la lisis alcalina de células bacterianas, 

seguida de la adsorción del ADN en una membrana de sílice en presencia de altas 

concentraciones de sales, los contaminantes pasaron a través de la columna y 
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fueron eliminados mediante lavados, posteriormente el ADN puro se eluyó con un 

amortiguador. El procedimiento que se realizó consistió de los pasos siguientes: la 

pastilla se resuspendió en 250 µL de amortiguador P1 y se transfirió a un tubo. 

Posteriormente se adicionaron 250 µL de amortiguador P2 (hidróxido de sodio) y 

se mezcló el tubo 4 a 6 veces por inversión. Se adicionaron 350 µL de 

amortiguador N3 y se mezcló nuevamente; posteriormente se centrifugó por 10 

min a 13000 rpm. El sobrenadante obtenido se aplicó a la columna para la 

purificación de ADN y se centrifugó por 30 a 60 seg. En un paso opcional se lavó 

la columna adicionando 500 µL de amortiguador PB y se centrifugó por 30 a 60 

seg. Se descartó el sobrenadante y se centrifugó para remover el amortiguador de 

lavado adicional. Después se pasó la columna a un tubo limpio de 1.5 mL para 

eluir el ADN con 50 µL de amortiguador EB o agua, posteriormente se centrifugó 

por 1 min. 

 

5.2.8 Digestiones 
Se hicieron las digestiones del pET 23b, del inserto Lmj PP2C con y sin His-

Tag utilizando la siguiente mezcla de reacción (Tabla 6). 

 
Tabla 6. Condiciones que se utilizaron para las digestiones del inserto Lmj PP2C 

con y sin His-Tag y del vector pET 23b. 

 pET 23b 

(μL) 

Inserto Lmj PP2C con 

 y sin His-Tag (μL) 

Muestra 4 6 

Ndel 1 1 

Hindlll 1 1 

Buffer 1 1 

H20 3 3 

 
El fragmento de ADN y el plásmido pET 23b se digirieron con las enzimas 

de restricción Ndel y Hindlll (New England Biolabs) mediante 5 ciclos de 15 seg 

con intervalos de 2 min en un horno de microondas (Samsung, 2250 Mhz). Las 
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digestiones fueron analizadas mediante geles de agarosa. Posteriormente se 

realizó la desfosforilación con fosfatasa alcalina de camarón (Alkaline 

Phosphatase Shrimp, ROCHE) para desfosforilar los extremos generados y evitar 

su religación, con la finalidad de aumentar su eficiencia de clonación. Una vez 

realizada la mezcla de reacción se incubó a 37 °C por 30 min. Para inactivar la 

fosfatasa se incubó a 65 °C por 15 min. 

 

5.2.8.1 Purificación del ADN  plasmídico por “Cleanup” 
Al ADN plasmídico se le adicionaron 300 µL de amortiguador ERC 

(hidroclorhidro de guanidina e isopropanol) y se mezcló. El volumen máximo de 

reacción que se procesó por cada columna MinElute fue de 100 µL. Se verificó 

que el color de la mezcla fuera amarillo (similar al amortiguador ERC sin la 

reacción enzimática) y para la unión del ADN, se agregó la muestra a la columna 

de MinElute y se centrifugó 1 min. El sobrenadante obtenido se descartó y 

posteriormente se adicionaron 750 µL de amortiguador PE y se centrifugó 1 min. 

El ADN se eluyó con 10 µL de amortiguador. 

 

5.2.9 Ligaciones 
Las digestiones analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa se 

purificaron y se usaron para la reacción de ligación, la cual se llevó a cabo por la 

incubación del plásmido digerido y desfosforilado y el inserto digerido en una 

relación 1:3 (plásmido:inserto) en presencia de la T4 ADN Ligasa (4 U/μl) 

(Invitrogen) a 16 °C durante toda la noche en el equipo PTC-100 (Programable 

Termal Controller). La enzima T4 ligasa une un extremo 3´ con otro 5´ utilizando 

ATP.  

Los productos de la reacción de ligación se usaron para transformar células 

competentes de alta replicación de E. coli Top 10. Esto se llevó a cabo en la 

siguiente forma: para cada ligación se utilizaron 75 µL de células previamente 

descongeladas. Se dejó en hielo 30 min y se dio un choque térmico a 42 °C por 1 

min (lo que permitió el cierre de los poros y evitó la pérdida del plásmido). 

Después se colocó 2 min en hielo y posteriormente se agregó medio (LB) recién 
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preparado y se incubó a 37 °C durante 1 h en agitación. Transcurrido el tiempo se 

centrifugó y la pastilla se resuspendió en un volumen muy pequeño de medio, se 

plaquearon cajas con LB con 100 μg/mL de ampicilina para obtener colonias con 

células transformantes. De las colonias transformadas se hicieron pequeños 

parches en cajas LB y se les extrajo ADN utilizando el Kit QIAprep Spin Miniprep 

de Qiagen  (ver sección 5.2.7).  

Este ADN se utilizó para realizar ensayos de restricción con enzimas NdeI y 

HindIII, verificando de esta manera que efectivamente las colonias contenían el 

gen de interés. Las clonas positivas se utilizaron para la extracción y 

secuenciación del ADN (en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de 

Fisiología Celular, UNAM) y de esta forma confirmar que el gen Lmj PP2C estaba 

completo y no presentaba ninguna mutación. Las células competentes se 

prepararon de acuerdo al procedimiento que a continuación se describe. 

 

5.2.9.1 Preparación de las células competentes  
Las células competentes DH5α se cultivaron en 100 mL de medio LB sin 

antibiótico durante toda la noche a 37 °C en agitación. De este cultivo se tomó 1 

mL que se depositó en 200 mL de medio de cultivo LB y se colocó en agitación de 

2 a 3 h a 37 °C. Posteriormente se determinó la absorbancia a 550 nm donde el 

valor obtenido se encontró en un rango de 0.5 a 0.6. Las células se centrifugaron a 

2500 rpm 10 min a temperatura ambiente y la pastilla se resuspendió en 40 mL de 

amortiguador frío formado por CH3COOK 30 mM, MnCl2 50 mM, RbCl 100 mM, 

CaCl2 10 mM, glicerol al 12 % (v/v) a pH final de 5.8, esto por cada 100 mL de 

cultivo y se incubó en hielo durante 2 h. Posteriormente las células se 

centrifugaron a 2500 rpm a 4 °C. La pastilla se resuspendió en 4 mL de 

amortiguador formado por MOPS 10 mM a pH 7, CaCl2 75 mM, RbCl 10 mM, 

glicerol al 12 % (v/v) por cada 100 mL de medio de cultivo y se dejó en hielo 

durante 1 h. 
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5.3 Expresión de la proteína PP2C de L. major 

El ADN en el que se confirmó la ausencia de errores en la secuencia se 

utilizó para transformar células de E. coli BL21De3pLysS. Las células se 

sembraron en cajas con medio LB con 100 μg/mL de ampicilina y se establecieron 

las diferentes condiciones de inducción. Estas células presentan características 

que son compatibles con el sistema de expresión pET. La cepa BL21De3pLysS 

contiene una copia cromosómica del gen de la T7 ARN polimerasa insertado en el 

gen del lacZ que es controlado por el promotor lac. Este gen se encuentra bajo el 

control del promotor LacUV45, que a su vez es inducido por Isopropil-B-D-

tiogalactopiranósido (IPTG). Esta cepa contiene además el plásmido pLys que 

codifica para la lisozima del fago T7 que inhibe a la T7 ARN polimerasa. Esto 

permite controlar la expresión del gen clonado en pET 23b. El sistema de 

sobrexpresión empleado se muestra en la Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 3. Sistema de expresión pET en E. coli BL21De3pLysS. 
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5.3.1 Condiciones de inducción 
Una vez que las cepas de expresión fueron clonadas, se colocó un 

precultivo de E. coli en un volumen de 50 mL de medio LB con ampicilina (100 

µg/mL). Este cultivo contenía el plásmido con el gen para la Lmj PP2C con y sin 

His-Tag. Se incubó a 37 °C toda la noche y al día siguiente se centrífugó a 3000 

rpm por 20 min. La pastilla celular se resuspendió en medio nuevo para eliminar 

las β-lactamasas que pudieran inactivar la ampicilina y con esto disminuir la 

selectividad del cultivo. Se inoculó en una A 600 nm = 0.1 y se incubó a 37 °C hasta 

alcanzar una A 600 nm = 0.8-1. Esto permite tener un cultivo en la fase logarítmica 

de crecimiento para lograr una mayor inducción. Se realizaron condiciones de 

inducción con IPTG a 0.4 mM, con temperaturas de 21, 30 y 37 °C en tiempos de 

3 h y toda la noche. Estos ensayos se analizaron en gel de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes. 

 

5.3.2 Sobreexpresión de las enzimas PP2C con y sin His-Tag 
Se prepararon precultivos de E. coli BL21De3pLysS con los genes de la 

PP2C con y sin His-Tag en medio LB con ampicilina (100 µg/ mL). Se incubaron a 

37 °C toda la noche en agitación constante, al día siguiente se centrifugaron y la 

pastilla de células se resuspendió en medio LB fresco con ampicilina. 

Posteriormente se inocularon cultivos de 200 mL y se inició el crecimiento A 600 nm 

= 0.1. La incubación a 37 °C fue constante hasta alcanzar una A 600 nm = 1. Se 

indujeron los cultivos adicionando IPTG a 0.4 mM y la inducción se llevó a cabo a 

37 °C por 3 h para el caso de la PP2C con His-Tag y a 30 °C toda la noche para la 

PP2C sin His-Tag con agitación constante. 

 
5.3.3 Obtención del extracto total y la fracción soluble de la PP2C 

Un cultivo de 200 mL de medio LB con las bacterias inducidas durante 3 h 

se centrifugó a 3000 rpm por 20 min a temperatura ambiente y la pastilla se 

resuspendió en 8 mL de amortiguador A (Tris/HCl 50 mM pH 8 NaCl 300 mM, 

leupeptina 100 µM, aprotinina 2 µg/ mL y benzamidina a 15 µg/mL e imidazol 5 

mM) y para la PP2C sin His-Tag es similar solo que cambia la concentración del 
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NaCl a 250 mM y sin imidazol. Las células se rompieron por sonicación en un 

sonicador (modelo VCX 650 Ultrasonic, Ultrasonics Inc.) en frío, con 10 ciclos de 

40 seg con intervalos de 2 min entre cada ciclo. Un punto importante en este paso 

para evitar la desnaturalización de la enzima y por consiguiente la pérdida de su 

actividad enzimática, fue por un lado mantener una temperatura de 4 °C y por otro 

la formación de burbujas que generan tensión superficial. 

El extracto obtenido se ultracentrifugó a 43000 rpm por 20 min a 4 °C (rotor 

60 Ti en una centrifuga Beckman XL-90). Al sobrenadante y la pastilla obtenidos 

se les determinó la concentración de proteína por el método de Bradford (Protein 

Assay Bio-Rad), el reactivo contiene azul de Coomassie y se une primariamente a 

residuos de aminoácidos aromáticos y básicos especialmente a la arginina, 

formando un complejo colorido el cual se mide a 595 nm. Se realizó una curva 

patrón con albúmina sérica bovina (BSA) para interpolar los resultados obtenidos. 

 

5.3.4 Purificación de la enzima PP2C mediante cromatografía de afinidad 
La purificación de la enzima se realizó mediante la utilización de una 

cromatografía de afinidad de metal inmovilizado (Bio-Rad). En esta técnica se 

utiliza una resina acoplada a níquel. El fundamento consiste en utilizar un ligando 

quelante como es el ácido iminodiacético (IDA) en el cual la amina terciaria y las 

cadenas laterales del ácido carboxilo está cargado con Ni2+ lo cual trae como 

resultado la alta selectividad de proteínas con residuos de histidina las cuales van 

a ser retenidas sobre el soporte cromatográfico. 

 El extracto obtenido por sonicación se centrífugó a 45000 rpm por 30 min y 

el sobrenadante se filtró en un poro de 45 µm (Millipore) y se agregó a la columna 

de afinidad previamente lavada con agua desionizada y equilibrada con un 

amortiguador de unión (Tris-HCl 50 mM a pH 8, NaCl 300 mM e imidazol 5 mM) 

tres veces su volumen, se dejó interaccionar 1 h en agitación y posteriormente el 

material no unido se lavó con amortiguador de lavado tres veces su volumen y se 

eluyó con un gradiente de imidazol de 5 a 500 mM. El proceso de purificación se 

analizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A todos los 

eluidos se les determinó proteína por el método de Bradford y a los que la 
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contenían se les agregó amortiguador de muestra (SDS 3.6 % (P/V), Tris/HCl 0.15 

M a pH 6.8, glicerol 25.5 % (V/V), β-mercaptoetanol 10 % y azul de bromofenol 0.1 

%). Los geles se corrieron a 70 V por 30 min o bien a 120 V por 1.5 h y se tiñeron 

con azul de Coomassie por 1 min en el horno de microondas y luego se destiñeron 

con agua por 2 ciclos de 10 min cada uno. 

 

5.3.5 Cuantificación de proteínas por el método de ácido bicinconínico  
Las proteínas presentes en el sobrenadante y en la pastilla se cuantificaron 

por el método del ácido bicinconínico (BCA, Protein Assay Reagent Kit de Pierce). 

Este método combina la reducción de Cu2+ a Cu1+ por acción del enlace peptídico 

en medio alcalino (reacción de Biuret) con la detección colorimétrica del catión 

Cu1+ usando ácido bicinconínico. El producto del color morado de esta reacción se 

forma por el complejo de dos moléculas de BCA con un ión cuproso. El complejo 

soluble que se formó presenta absorbancia a 562 nm. La cuantificación se realizó 

interpolando los valores problema en una curva patrón de BSA. 

 

5.3.6 Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 
La calidad de la expresión de las enzimas bajo las condiciones establecidas 

con las diferentes enzimas (Lmj PP2C con y sin His-Tag) se determinó por 

electroforesis en geles de poliacrilamida. Se corrieron muestras bacterianas que  

fueron ajustadas a la densidad óptica y se disolvieron en 10 µL del amortiguador 

de muestra. Los geles se corrieron a 80 V por 20 min, posteriormente se aumentó 

el voltaje a 120 V por 1 h y se tiñeron con azul de Coomassie por 1 min y se 

destiñeron en agua. 

Para confirmar la presencia de las colas de histidina en la proteína Lmj 

PP2C se realizó un Western blot y las muestras que se corrieron fueron el extracto 

de bacterias inducidas y no inducidas, el sobrenadante y la pastilla. Se corrió el gel 

(en las condiciones mencionadas en la sección 5.3.6) y se transfirió a una 

membrana de nitrocelulosa, posteriormente ésta se incubó con el anticuerpo 

primario monoclonal Anti-His6-Peroxidasa (Roche) a una dilución 1:2000 toda la 

noche. Al día siguiente la membrana se reveló por quimioluminiscencia (Pierce). 
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5.4 Seguimiento de la actividad enzimática de la fosfatasa PP2C de L. major 

5.4.1 Determinación de la actividad enzimática de fosfatasa 
La actividad de fosfatasa se determinó en los diferentes eluidos obtenidos 

por cromatografía de afinidad. Se preparó 1 mL de la mezcla de reacción que está 

formada por una solución amortiguadora de Hepes 50 mM a pH 8, 10 µL de p-NPP 

1 M y 10 mM de MgCl2. Posteriormente se incubó en baño maría a 37 °C durante 

30 min y la reacción se detuvo por la adición de 200 µL de NaOH 2N. El p-

nitrofenol generado se analizó a 405 nm en el espectrofotómetro “Life Science 

UV/Vis DU® 530 de Beckman”. 

 
5.4.2 Determinación del pH óptimo de fosfatasa de la PP2C de L. major 

Con la finalidad de conocer el pH óptimo de fosfatasa de la PP2C purificada  

de L. major, se realizó el procedimiento mencionado en la sección 5.4.1, solo 

cambiaron los amortiguadores utilizados que fueron acetato de sodio a pH 5; MES 

a pH 5.5, 6 y 6.5; MOPS a pH 7 y 7.5; HEPES a pH 8; TRIS a pH 8.5 y 9 y CAPS a 

pH 10 y 11, todos a una concentración de 50 mM. 

 

5.4.3 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad de fosfatasa de la PP2C 
de L. major 

Para la realización de la actividad enzimática, se utilizaron varios cationes 

(MgCl2, MnCl2, CaCl2, ZnCl2) a diferentes concentraciones (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 

16, 18 y 20 mM). 

 
5.4.4 Efecto de inhibidores específicos sobre la actividad de fosfatasa de la 
PP2C de L. major 

La actividad enzimática de fosfatasa se realizó con HEPES 50 mM a pH 8, 

MgCl2 10 mM y con inhibidores de la actividad de PTP (ortovanadato de sodio 200 

µM, molibdato de amonio 200 µM y pervanadato de sodio a 50 µM) e inhibidores 

para la PS/TP (caliculina 5 nM y ácido okadáico 1 µM ). Para verificar que los 

inhibidores fueran funcionales se analizó su efecto sobre la actividad enzimática 

de la PTP recombinante de Yersinia enterocolitica (Calbiochem). 
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5.4.5 Determinación de la actividad de PTP y PS/TP de la PP2C de L. major 
Con la proteína purificada se analizó la actividad de PTP y PS/TP, utilizando 

en cada caso un Kit “Ser/Thr” o “Tyrosine Phosphatase Assay System” (Promega) 

que contiene péptidos específicos con un sitio de fosforilación, uno de ellos en 

tirosina (END (pY) INASL) y otro en treonina (RRA (pT) VA). Este sistema 

determina la cantidad de fosfato libre generado en la reacción por la acción de la 

enzima PTP. La actividad se analizó en un amortiguador HEPES 50 mM a pH 8 y. 

se realizó una curva patrón utilizando un estándar de fosfatos 1 mM que fue 

diluido a diferentes concentraciones (500, 1000, 2000, 3000, 4000 picomoles). Se 

analizaron 0.7 μg de la proteína purificada y se incubaron con 5 µL de sustrato en 

un volumen total de reacción de 100 µL durante 15 min. La reacción fue finalizada 

por la adición de 50 µL de”Dye/additive”, posteriormente la absorbancia a 630 nm 

se registró en un lector para microplacas (EL 312e Microplate Bio-Tek 

Instruments) utilizando el programa KC4 v 2.7. 

 

5.4.6 Determinación del pH óptimo de la actividad PS/TP de la PP2C de L. 

major 
Para la determinación del pH óptimo de PS/TP se utilizaron los 

amortiguadores indicados en la sección 5.4.2 y se realizó el procedimiento de la 

sección 5.4.5 con una modificación en la metodología que fue utilizar fosfotreonina 

(RRA (pT) VA) como sustrato. 

 
5.5 Ensayos de Western blot utilizando anticuerpos anti PTP para la 
identificación de la PP2C de L. major 

Las proteínas separadas electroforéticamente se transfirieron a un papel de 

nitrocelulosa (Bio-Rad) y las membranas se bloquearon con 5 % de leche en 

TBST 1X (NaCl 150 mM, Tween 20 0.05 %, Tris-HCl 10 mM pH 7.4) durante 1 h a 

temperatura ambiente en agitación constante y posteriormente se lavó con TBST 

1X cada 10 min durante 1h. Después la membrana se incubó con los anticuerpos 

específicos anti-PTP1B de placenta humana (Calbiochem) en una dilución 1:100, 

anti-Tyr Acp 115 de Trypanosoma brucei, 1:1000 y anti-SHP1 (Santa Cruz 
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Biotechnology) 1:1000 diluidos en TBST 1X durante toda la noche a 4 °C. Al día 

siguiente las membranas se lavaron cada 10 min durante 1 h con TBST 1X. 

Posteriormente se incubaron con los anticuerpos secundarios específicos para 

cabra anti ratón y cabra anti conejo conjugados a fosfatasa alcalina (Santa Cruz 

Biotechnology) a una dilución 1:5000 durante 1 h a temperatura ambiente. Se 

retiró el anticuerpo, se lavó durante 1 h con TBST 1X cada 10 min y la membrana 

fue revelada utilizando el sustrato BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato) y NBT 

(cloruro de nitro-azul de tetrazolium) en un amortiguador AP (Tris-HCl 100 mM, 

NaCl 100 mM y MgCl2 5 mM). 

 
5.6 Generación de anticuerpos policlonales para la PP2C de Leishmania 

major 

Se utilizaron dos conejos hembras nueva Zelanda de 6 meses de edad a 

los que previamente se les sangró de la oreja para obtener suero preinmune. 

Cinco días después se les inoculó 200 μg de la proteína Lmj PP2C purificada de L. 

major vía intradérmica. Estos conejos recibieron cuatro estímulos en intervalos de 

8 a 9 días, el primero fue con adyuvante completo de Freund´s (Gibco), el 

segundo con adyuvante incompleto de Freund´s (Gibco), el tercer y cuarto 

estímulos fueron sin adyuvante y el vehículo que se usó para resuspender la 

proteína Lmj PP2C fue PBS 1X estéril. Se dejó reposar a los conejos 8 días y 

nuevamente se realizó un sangrado de la oreja para obtener el suero inmune. 

Para verificar la presencia de anticuerpos contra la Lmj PP2C se realizaron dos 

determinaciones, una de ella fue la prueba de inmunodifusión que consistió en 

incorporar la proteína Lmj PP2C purificada dentro de un pozo hecho en agar y en 

otro se colocó el suero inmune. Se incubó toda la noche y al día siguiente se 

revisó la prueba. Conforme el antígeno se difunde dentro del agar y si el suero 

presenta los anticuerpos contra la Lmj PP2C, se forma un precipitado. Por otro 

lado, se realizó la técnica de ELISA para cuantificar los anticuerpos producidos en 

los sueros inmunes, ésta consiste en fijar el antígeno de Lmj PP2C en placas de 

96 pozos y después colocar los sueros de conejo donde se encuentran los 

anticuerpos que reconocen el antígeno fijado. Posteriormente, se agrega un 
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anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa que reconoce la unión del antígeno 

con el anticuerpo y finalmente se revela con el sustrato específico para la enzima. 

Una vez que se presenta la reacción se lee en un espectrofotómetro para obtener 

el titulo de los anticuerpos. 

 
5.7 Localización de la PP2C en promastigotes de L. major por 
inmunofluorescencia 

Los parásitos se lavaron con PBS 1X y la pastilla obtenida se resuspendió 

nuevamente en este amortiguador. Se tomó una alícuota y se resuspendió en un 

portaobjetos y se dejó secar a temperatura ambiente. Se fijó 15 min en acetona 

fría y se secó a temperatura ambiente. Posteriormente se incubó 30 min con el 

suero inmune (anti-PP2C) y el suero preinmune a una dilución 1:50 en PBS 1X. 

Después se lavó tres veces con PBS 1X y se incubó con el anticuerpo secundario 

cabra anti-conejo/isotiocianato de fluoresceína (FITC, Zymed) 1:50 diluido en PBS 

1X. Se lavó con PBS 1X y se montó con medio para fluorescencia (DAKO). 

Posteriormente se observó al microscopio de epifluorescencia (Axio Image, M1 

Zeiss). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Vl. RESULTADOS 
 

6.1 Establecimiento de las condiciones óptimas de PCR 
Para aislar el gen de la Lmj PP2C se usaron dos oligonucleótidos 

diseñados con base en la secuencia ya reportada para Leishmania major 

Friedlin. En las Figuras 4 y 5 se muestran los productos de PCR amplificados 

con Mg2Cl a 1.5 mM y 3 mM. En ambos amplificados se observó que en todas 

las temperaturas amplificó un producto de alrededor de 1221 pb siendo éste 

mayor a partir de 50.7 °C y hasta 59.8 °C con Mg2Cl a 1.5 mM. Se seleccionó 

la concentración de 1.5 mM de MgCl2  y la temperatura de 50.7 °C para poder 

purificar la banda. 

 
6.2 Purificación del ADN a partir de los fragmentos de agarosa 

En la Figura 6, se muestra el producto amplificado por las condiciones 

mencionadas en la sección 6.1. Posteriormente se cortó la banda y se realizó el 

proceso de purificación de ADN a partir del gel. Para verificar si el amplificado 

obtenido correspondía a lo esperado, el producto de PCR purificado se envió a 

secuenciar en la Unidad de Secuenciación del Instituto de Fisiología Celular de 

la UNAM. Con los datos proporcionados de la secuenciación se realizó el 

alineamiento de la secuencia con la que se encuentra reportada en el genoma 

de L. major. En la Figura 7 se observó que en la secuencia de oligonucleótidos 

de la parte intermedia no hubo lectura por lo que se diseñó un par de 

oligonucleótidos internos, se amplificó por PCR esa región y se envió a 

secuenciar. El resultado mostró que la secuencia fue la misma para los 

oligonucleótidos de la PP2C de L. major Friedlin (dato no mostrado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 0.9 %. Productos 
amplificados por PCR del gen de la PP2C de L. major a una concentración 
de 1.5 mM de MgCl2. Carril 1) marcador de tamaño molecular (MTM); carriles 

2-13) diferentes temperaturas de alineamiento: 40, 40.2, 43.1, 45.4, 48, 50.7, 

53.5, 56, 58.1, 59.8 y 60.6 °C y carril 14) H2O como control. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.9 %. Productos 
amplificados por PCR del gen de la PP2C de L. major a una concentración 
de 3 mM de MgCl2. Carril 1) MTM; carriles 2-12) diferentes temperaturas de 

alineamiento: 40, 40.2, 43.1, 45.4, 48, 50.7, 53.5, 56, 58.1, 59.8 y 60.6 °C.  
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 0.9 %. Producto amplificado 
por PCR del gen de la PP2C de L. major  a una concentración de 1.5 mM 
de MgCl2. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de la PP2C de 
L.major. La secuencia de nucleótidos de 1221 pb codifica para 406 

aminoácidos. 

 

 



6.3 Condiciones para la clonación del gen de la PP2C de L. major 
6.3.1 Establecimiento de las condiciones de PCR para el inserto con sitios 
de restricción 

Se analizaron las condiciones óptimas de amplificación del inserto con 

sitios de restricción para las enzimas Ndel y Hindlll. Para esto se realizó un 

gradiente de temperatura de 40 a 60.6 °C. En la Figura 8 se muestra el gel de 

este amplificado en donde se observó que en todas las temperaturas se 

amplificó el gen. 

De este ensayo se eligió la temperatura de 50.7 °C para amplificar ambas 

condiciones (PP2C con His-Tag y PP2C sin His-Tag) (Figura 9). 

 

6.3.2 Digestiones y ligaciones 
En la Figura 10 se muestra el ADN de la PP2C con y sin His-Tag, 

además de las proporciones del plásmido e inserto que se utilizaron en la 

reacción de ligación descrita en la sección 5.2.9 (Figura 10 A, 10 B y 10 C). Un 

día después de la ligación se hizó la transformación en células competentes de 

E. coli DH5α para comprobar la presencia del inserto en las diferentes clonas 

obtenidas después de la transformación de los productos de ligación. Los 

ADNs plasmídicos se sometieron a un análisis con las enzimas de restricción 

Ndel y HindIII.  

 

6.3.3 Liberación del inserto 
La Figura 11 muestra el producto de digestión obtenido por las enzimas 

de restricción Ndel y HindIII de las clonas transformantes. Las clonas que 

presentaron el inserto de 1221 pb que corresponde al tamaño del gen de Lmj 

PP2C fueron las que se seleccionaron para secuenciar el ADN. 

  

6.3.4 Secuenciación y alineamiento del ADN de las clonas positiva 
El ADN de las clonas positivas se purificó y se envió a secuenciar en la 

Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. 

Una vez que se obtuvo la secuencia, se realizó el alineamiento utilizando como 

molde la secuencia del gen ya reportado. La Figura 12 muestra el alineamiento 

para ambos genes Lmj PP2C con y sin His-Tag, donde se observó que el gen 



que se clonó correspondió al gen Lmj PP2C ya reportado para L. major cepa 

Friedlin. 
 

 
6.3.5 Expresión de la proteína PP2C y condiciones de inducción 

Una vez que se confirmó la secuencia correcta del gen para la Lmj PP2C 

se procedió a la determinación de las condiciones de sobreexpresión de la 

enzima. Se analizaron diferentes condiciones de temperatura y tiempo de 

inducción a una concentración de 0.4 mM de IPTG, estas condiciones se 

analizaron en geles de poliacrilamida (Figuras 13 y 14). Se observó que la 

inducción de la expresión de la PP2C de L. major con His-Tag, inició desde las 

3 h a 21 °C, encontrando la mayor expresión a 37 °C, la cual disminuyó cuando 

el cultivo inducido se dejó toda la noche a esa temperatura (Figura 13). En el 

caso de la PP2C de L. major sin His-Tag. (Figura 14), la inducción de la 

proteína se inició a partir de las 3 h a 21 °C y permaneció toda la noche a 37 

°C. Para asegurar la purificación de la proteína PP2C de L. major con His-Tag, 

se eligió la condición de 37 °C durante 3 h. Posteriormente se analizó en que 

fracción se encontraba la proteína y se observó que la proteína sin His-Tag se 

encontró en la fracción soluble (sobrenadante) mientras que la proteína con la 

His-Tag se presentó en la pastilla (Figura15). 

 

6.3.6 Detección de His-Tag en la proteína PP2C de L. major 

Con la finalidad de corroborar que la proteína presentaba His-Tag, se 

corrió en geles SDS-PAGE y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa. 

Posteriormente se analizó con anticuerpos específicos que reconocen seis 

residuos de histidina consecutivos y se encontró que efectivamente, la proteína 

PP2C recombinante de L. major presentaba las colas de histidina (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 0.9 %. Productos 
amplificados por PCR del gen para la PP2C de L. major a 1.5 mM de MgCl2 
con sitios de restricción. Carril 1) MTM; carriles 2-12) diferentes temperaturas 

de alineamiento 40, 40.2, 43.1, 45.4, 48, 50.7, 53.5, 56, 58.1, 59.8 y 60.6 °C y 

carril 14) H2O como control. A) PP2C de L. major con His-Tag y B) PP2C de L. 

major sin His-Tag. 
 
 

 

 

 

 

 
 
Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %. Productos 
amplificados por PCR del gen para la PP2C de L. major con sitio de 
restricción NdeI y Hindlll con y sin His-Tag. Carril 1) MTM, carril 2) con His-

Tag y carril 3) sin His-Tag. 
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %. A) Muestra el corrimiento 

de las digestiones con las enzimas de restricción Ndel y Hindlll del plásmido 

pET 23b, 1) sin digerir y 2) digerido. 
B) Digestiones del Inserto 1) MTM, 2) PP2C de L. major sin His-Tag y sin 

digerir, 3) PP2C de L. major sin His-Tag y digerido, 4) PP2C de L. major con 

His-Tag y sin digerir, 5) PP2C de L. major con His-Tag y digerido. 

C) Proporciones del plásmido e inserto para las reacciones de ligación.1) MPM, 

2) PP2C de L. major sin His-Tag, digerido y purificado, 3) PP2C de L. major con 

His-Tag, digerido y purificado, 4) pET 23b digerido y purificado. 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 11. Análisis del ADN sin digerir (1) y digerido (2). El ADN de cada 

colonia se purificó y se digirió con Ndel y Hind lll. 

 

A                                                                            B 
 
 
 



 

Figura 12. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de la PP2C. Sin y 
con  His-Tag.  
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Análisis electroforético de la inducción de la PP2C de L. major 
con His-Tag, la concentración de IPTG utilizada fue de 0.4 mM. 1) MPM; 2) 
células sin inducir; 3, 4, 5) células inducidas a 21, 30 y 37 °C por 3 h y 6, 7, 8) 

células inducidas a 21, 30 y 37 °C toda la noche. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 14. Análisis electroforético de la inducción de la PP2C de L. major 
sin His-Tag, la concentración de IPTG utilizada fue de 0.4 mM. 1) MPM; 2) 
células sin inducir; 3, 4, 5) células inducidas a 21, 30 y 37 °C por 3 h y 6, 7, 8) 

células inducidas a 21, 30 y 37 °C toda la noche. 
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Figura 15. Análisis electroforético en geles de poliacrilamida al 12.5% que 
muestra el corrimiento de la proteína solubilizada. Células sin His-Tag 1) 

células sin inducir, 2) células inducidas, 3) pastilla, 4) sobrenadante. Células 

con His-Tag 5) células sin inducir, 6) células inducidas, 7) pastilla, 8) 

sobrenadante. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 16. Detección de His-Tag mediante Western blot en las diferentes 
condiciones de inducción y fracciones bacterianas. Células sin His-Tag 1) 

células sin inducir, 2) células inducidas, 3) pastilla, 4) sobrenadante. Células 

con His-Tag 5) células sin inducir, 6) células inducidas, 7) pastilla, 8) 

sobrenadante. 



6.4 Purificación de la proteína PP2C de L. major mediante cromatografía 
de afinidad 

Una vez confirmada la presencia de His-Tag se procedió a la purificación 

de la proteína PP2C de L. major mediante cromatografía de afinidad la cual 

contiene una resina acoplada a níquel y mediante un gradiente de imidazol se 

eluyó la proteína de interés. En la Figura 17 se muestra las proteínas que se 

obtienen durante el proceso de purificación y se observó que la proteína se 

comienza a eluir a partir de la fracción 26. 

 

6.5  Caracterización bioquímica de la PP2C recombinante de L. major 

6.6 Determinación de la actividad de fosfatasa 
  En la Figura 18 se muestra la actividad enzimática de la PP2C a 

diferentes concentraciones de MgCl2 la cual se determinó utilizando p-NPP que 

es un sustrato general para analizar la actividad de fosfatasa. Una de las 

características distinguibles de las PP2C es su requerimiento de cationes como 

Mn2+ o Mg2+ para su actividad enzimática debido a que estos cationes 

incrementan la afinidad por el fosfato. Se observó que en todas las 

concentraciones analizadas la proteína presentó actividad enzimática de 

fosfatasa, siendo 6 mM la concentración donde existió un ligero aumento de la 

actividad, manteniéndose relativamente constante a una concentración 

creciente de MgCl2 hasta 20 mM. 

 

6.7 Determinación de la actividad de fosfatasa en presencia de cationes 
Se analizó también el efecto de la concentración de MnCl2 en la actividad 

enzimática y se observó que conforme se aumentó la concentración del catión 

se presentó un precipitado que interfirió con la lectura en el espectrofotómetro, 

debido a este fenómeno se utilizó la concentración más baja de Mg2+ y Mn2+  

para analizar la participación de estos en la actividad enzimática de la PP2C 

(Figura 19). El ensayo demostró que la enzima es cinco veces más activa en 

presencia de MnCl2 en comparación con MgCl2. Se analizó también la 

participación de otros cationes como el cloruro de calcio (CaCl2) y el cloruro de 

zinc (ZnCl2), los cuales no tuvieron ningún efecto sobre la actividad de 

fosfatasa. 

 



6.8 Determinación del pH óptimo de la actividad de fosfatasa  
Para determinar el pH óptimo de reacción se utilizaron diferentes 

amortiguadores tales como acetato de sodio, MES, MOPS, HEPES, TRIS y 

CAPS todos a una concentración de 50 mM y con un rango de pH de 5 a 11. 

Los resultados obtenidos demostraron que la proteína PP2C de L. major 

presentó actividad enzimática de fosfatasa en el rango de pH 5 a 9.5 y su 

máxima actividad se observó a pH 8.5 (Figura 20). 

 
6.9 Efecto de inhibidores específicos sobre la actividad de fosfatasa 

Para continuar con la caracterización de la proteína PP2C de L. major se 

utilizaron inhibidores de la actividad enzimática de PTP tales como 

ortovanadato de sodio 200 μM, molibdato de amonio 200 μM y pervanadato de 

sodio 50 μM y de PS/TP tales como caliculina 5 nM y ácido okadáico 1 μM. Se 

conoce que el ácido okadáico inhibe la actividad enzimática a concentraciones 

nanomolares y que la enzima PP2C es resistente al ácido okadáico. El 

resultado mostró que la enzima fue inhibida ligeramente por inhibidores de PTP 

y PS/TP. Se utilizó como control la PTP de Yersina y se verificó que los 

inhibidores de PTP fueran funcionales. Se observó claramente que esta enzima 

fue inhibida fuertemente con inhibidores de PTPs y no por inhibidores PS/TP 

(Figura 21). 

 

6.10 Especificidad de sustratos fosforilados en tirosina y serina treonina 
Se analizó la especificidad de la PP2C de L. major por el sustrato, para 

ello se utilizaron dos péptidos sintéticos RRA(pT)VA como fosfotreonina y 

END(pY) INASL como fosfotirosina. El resultado mostró que la enzima tiene 

mayor afinidad por el sustrato fosfotreonina en comparación con el fosfotirosina 

como se muestra en la Figura 22. 

 

6.11 Determinación del pH óptimo de la actividad de PS/TP 
En la Figura 23 se muestra la determinación del pH óptimo utilizando los 

amortiguadores mencionados en la sección 6.8 y el sustrato RRA(pT)VA. Se 

observó que la enzima tiene una actividad máxima a pH 7 y que perdió su 

actividad a pH 10.5. 

 



6.12 Efecto de los inhibidores específicos sobre la actividad de PS/TP 

Para analizar la actividad enzimática de PS/TP de la PP2C de L. major 

mediante el uso de inhibidores específicos se utilizó el sustrato RRA(pT)VA 

(Figura 24) y se observó que la actividad no disminuyó en presencia de ácido 

okadáico, compuesto químico para el cual las PP2C son resistentes. Sin 

embargo, hubo inhibición en presencia de trifluoperazina que se conoce que es 

un inhibidor de la actividad de PS/TP. 

 
6.13 Identificación de la PP2C mediante anticuerpos que reconocen 
PTPs 

La identificación de la enzima se realizó utilizando anticuerpos que 

reconocen el dominio catalítico de la PTP de eucariontes superiores como lo es 

el anti-PTP 1B de placenta humana (Figura 25, 2). El anticuerpo policlonal 

denominado Tyr ACP 115 que reconoce la PTP de Trypanosoma cruzi (Figura 

25, 3) y también un anticuerpo que reconoce a una proteína fosfatasa SHP-1 

(Figura 25, 4). Todos los anticuerpos presentaron una reacción cruzada con la 

PP2C recombinante de L. major. 

 

6.14 Identificación de la PP2C en el parásito 
Para conocer la localización de la enzima en el promastigote de L. major 

se realizó una microscopía de fluorerescencia, utilizando los anticuerpos que se 

generaron en el conejo anti-PP2C, donde se observó que la proteína se 

encuentra concentrada en el saco flagelar (Figura 26), mientras que con el 

suero preinmune no se observó ninguna señal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                  

Figura 17. Análisis electroforético del proceso de purificación de la proteína PP2C en geles SDS-PAGE al 10%.  
Extracto total (ET), Sobrenadante (SN), Pellet (P), No unido (NU), Lavados. (LAV), 25-56 (Fracciones). 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efecto de diferentes concentraciones de MgCl2 en la actividad 
de  
la PP2C de L. major. 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 19. Efecto de cationes divalentes a 2 mM sobre la actividad de 
fosfatasa PP2C de L. major. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 20. Determinación del pH óptimo de la fosfatasa PP2C de L. major.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efecto de inhibidores específicos de PTP y PS/TP sobre la 
actividad de PP2C de L. major y de Yersinia. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Análisis de la especificidad de sustrato utilizando 2 péptidos 
sintéticos RRA(pT) VA como fosfotreonina y END(pY) INASL como 
fosfotirosina. 
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Figura 23. Determinación del pH para la actividad de la PP2C utilizando 

como sustrato RRA(pT)VA. 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 24. Efecto de inhibidores específicos de PS/TP sobre la actividad 
de PP2C de L. major.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Western blot de la proteína PP2C de Leishmania major 
utilizando anticuerpos que reconocen la PTP1B de placenta humana (2), 
SHP1 (3) la PTP de Trypanosoma brucei (4). 
 
 



 
 
Figura 26. Localización de la PP2C en promastigotes de Leishmania major 
A) suero preinmune, B) suero anti-PP2C de Leishmania. 
 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VlI. DISCUSIÓN 
Las proteínas fosfatasas y en particular las PTPs de varios 

microorganismos patogénicos tales como Yersinia sp (17) y Helicobacter 

pylori(41) son consideradas como factores de virulencia por inhibir diversas 

funciones esenciales en su célula hospedera. La PTP de Yersinia denominada 

YopH despolimeriza el citoesqueleto de actina e inhibe la fagocitosis. 

En parásitos la participación de estas fosfatasas y en particular de la 

PP2C han sido poco estudiadas, lo que se ha reportado de esta proteína es su 

caracterización enzimática como en el caso de Leishmania chagasi (35) y 

Plasmodium falciparum (42), hasta el momento no existen reportes donde se 

demuestre la participación de estas proteínas fosfatasas PP2C en la 

señalización de la célula hospedera. 

Debido a las dificultades que se presentaron en la purificación a partir de 

extractos crudos del parásito Leishmania major, se decidió utilizar la clonación 

como estrategia experimental ya que en la actualidad es una herramienta de la 

biología molecular utilizada para la obtención de proteínas que resultan difíciles 

de purificar por métodos tradicionales. Una gran variedad de proteínas de 

diferentes microorganismos han sido clonadas, este es el caso de bacterias 

como Mycobacterium tuberculosis, Prevotella intermedia y Streptomyces 

coelicolor (20-22) y en el caso de los parásitos en L. chagasi, Entamoeba 

histolytica, Trypanosoma brucei y P. falciparum (25, 28, 35, 43). 

En el caso de L. major de la cepa Friedlin la secuencia del genoma está 

formada por 32.8 mega bases y presenta 86 genes para fosfatasas, 6 para 

fosfatasas de especificidad dual, 6 para PTPs, 40 para otras fosfatasas y 34 de 

ellos para PS/TP, dentro de este grupo existen 8 para PP2C (57). 

La proteína fosfatasa PP2C pertenece a uno de los cuatro grupos de 

proteínas fosfatasas específicas de serina-treonina en mamíferos. La PP2C es 

una proteína monomérica de 42 kDa que muestra una amplia especificidad de 

sustratos y es dependiente de cationes divalentes principalmente Mg2+ y Mn2+. 

Se han descrito tres isoenzimas en mamíferos que son las PP2C α, β y γ. La 

PP2C está conformada por dos dominios, un dominio catalítico amino terminal 

(1-290 residuos de aminoácidos) con seis alfa hélices, once hojas β y un 

dominio carboxilo terminal (90 residuos de aminoácidos) con tres alfa hélices. 



Esta arquitectura proteica es común para todos los miembros de la familia 

PP2C (12). 

En levaduras se presentan cuatro homólogos tipo PP2C que son PTC1, 

PTC2, PTC3 y YBR 125c que desfosforilan más a residuos serina (44). El 

dominio catalítico de la familia PPMs es de 290 residuos de aminoácidos. Este 

dominio puede ser subdividido en 11 dominios incluyendo 8 que son 

absolutamente conservados en todos los miembros de esta familia (12), de los 

cuales sólo 6 dominios están presentes en la PP2C de L. major (Figura 27). El 

análisis de la secuencia reveló la presencia del motivo RXXMED que está 

denotado en la Figura 27 por u y de acuerdo a la clasificación mencionada en 

la sección 1.5 la PP2C de L. major pertenece al grupo l. Los residuos más 

importantes son los aspárticos que se encuentran subrayados en rojo y los de 

arginina en azul, éstos son necesarios para la actividad catalítica y unión al 

grupo fosfato. Se ha estudiado la presencia de estos aminoácidos en PP2C de 

otros microorganismos y se concluye que si no están presentes no hay 

actividad enzimática (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 27. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de la PP2C de 
Leishmania major. Los nucleótidos están enumerados del lado izquierdo y los 

aminoácidos del derecho. 
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Debido al reporte que existe para el motivo catalítico de L. chagasi, se buscó el 

mismo motivo en el genoma de L. major de la cepa Friedlin encontrando en el 

cromosoma 25 el gen que codifica para la PP2C, también se encontró en ese 

mismo gen un motivo con el sitio catalítico de PTPs (Figura 27). La presencia 

de varios motivos en una misma secuencia de aminoácidos de una proteína no 

es nuevo, ya que se ha demostrado en bacterias como es el caso de M. 

tuberculosis que el gen mstp codifica para la PP2C y presenta dos dominios de 

cinasas (pKnA y pKnB) y uno de fosfatasa lo cual sugiere un posible papel 

regulatorio en la división celular de la micobacteria (19). 

El primer paso para la clonación fue la obtención de ADN genómico de 

promastigotes de L. major, ésto se realizó a través de la aplicación de la 

técnica de Trizol debido a que es una de las más comúnmente usadas para el 

aislamiento y concentración del ADN. 

Para determinar si el gen codifica una proteína PP2C funcional, se 

amplificó y se clonó en un vector de expresión pET 23b. Posteriormente se 

transformó en E. coli BL21De3pLysS con el plásmido pET 23b-PP2CHis. La 

colocación de His-Tag en el extremo carboxilo terminal permitió la purificación 

de la proteína por cromatografía de afinidad pues es una estrategia que ha sido 

ampliamente utilizada en la purificación de proteínas (12, 47, 48, 51). 

Para confirmar que la proteína corresponde al tipo PP2C se realizó un 

análisis de Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-His6-

peroxidasa el cual identifica proteínas recombinantes marcadas con histidina. 

El anticuerpo reconoció a las histidinas presentes en el extremo carboxilo 

terminal (Figura 16). 

Con la finalidad de obtener a la proteína en el sobrenadante fue solubilizada 

mediante el incremento de la concentración de NaCl (500 mM) presente en el 

amortiguador de lisis. Una vez solubilizada la proteína se prosiguió al proceso de 

purificación utilizando una cromatografía de afinidad. Las proteínas que se 

obtuvieron en el proceso de purificación se muestran en la Figura 17. Se observó 

que a partir de la fracción 26 se presentó la proteína de interés siendo mayor su 

concentración en la fracción 39, con un peso molecular cerca de 44.9 kDa, el 

peso molecular reportado para otras PP2C oscila entre 27 y 50 kDa (18, 35). Se ha 

observado que otras proteínas que presentan His-Tag tienen un peso de 48 kDa, 

mientras que las proteínas que no presentan His-Tag tienen un peso de 44 kDa. 



Para la caracterización bioquímica de la enzima recombinante se analizó 

la actividad enzimática de fosfatasa utilizando como sustrato p-NPP. Diferentes 

estudios han demostrado que las PP2C requieren cationes divalentes para su 

actividad como es el Mg2+ y Mn2+, por lo tanto se utilizaron diferentes 

concentraciones de Mg2+ (2 a 20 mM) que han sido reportadas en otras 

enzimas purificadas (18, 35). Se observó que la hidrólisis del sustrato se presentó 

en las concentraciones arriba mencionadas y la actividad máxima se obtuvo a 

una concentración de 6 mM de Mg2+ (Figura 18). Se probaron los cationes de 

Mg2+ y Mn2+ para analizar si la actividad de fosfatasa se mantenía utilizando la 

misma concentración (2 mM) en ambos y se observó que presentó cinco veces 

más actividad enzimática en presencia de Mn2+ con respecto a Mg2+ (Figura 

19). Esta preferencia de Mn2+ sobre Mg2+ en la actividad enzimática utilizando 

p-NPP como sustrato es similar a la que se presenta en las PP2C de 

Streptococcus agalactiae y Pseudomonas aeuroginosa (45, 46). 

En los ensayos realizados para determinar la concentración óptima de 

Mg2+ se observó que en todas las concentraciones analizadas se mantuvo la 

actividad enzimática., debido a esto, se decidió trabajar con la concentración 

que se presenta de manera fisiológica en la célula que es de 1 a 10 mM (47 y 48). 

Probablemente las variaciones intracelulares en la concentración de Mg2+ 

pueden ser uno de los mecanismos usados in vivo para regular la actividad de 

la enzima. 

La actividad de fosfatasa de la PP2C de L. major no fue detectada en 

presencia de CaCl2 y ZnCl2 (dato no mostrado), el mismo fenómeno ha sido 

observado en la PP2C de mamíferos en presencia de Ca2+, Ni2+ y Zn2+, 

probablemente se deba a que estos cationes inhiben competitivamente el sitio 

de unión al Mg2+ (49). 

Los residuos de ácido aspártico son altamente conservados y están 

presentes en el sitio catalítico, estos residuos en la PP2C de mamíferos se 

encuentran en las siguientes posiciones: 38, 60, 239 y 282 y están presentes 

en los motivos I, II, lll y Xl junto con un ácido glutámico en la posición 37 y una 

glicina en la posición 61 los cuales forman un centro para la unión de un ión 

metal bivalente. Las moléculas de agua se unen al metal y realizan un ataque 

nucleofílico al átomo de fósforo por un mecanismo de sustitución nucleofílica 

tipo 2 (SN2) (12). 



La mayoría de las enzimas ejercen su función a un pH determinado, por 

lo tanto, para conocer el pH óptimo de fosfatasa y de PS/TP de la PP2C de L. 

major se utilizó un rango de pH 5 a 11. Se observó que la enzima tuvo mayor 

actividad de fosfatasa a pH 8.5 utilizando como sustrato p-NPP mientras que 

para PS/TP fue a pH 7 (Figuras 20 y 23) y fue inactiva a pH 10.5. Este efecto 

de pH alcalino también fue observado en la caracterización de otras PP2C de 

microorganismo tales como Myxococcus xanthus, Pcc 6803 de Synechocystis y 

Salmonella enterica serovar Typhi (50, 52) y parásitos como la PP2C de 

Leishmania chagasi que presentó su actividad máxima a pH 7 a 8.5 utilizando 

como sustrato caseína marcada con fósforo 32 (32P). Para continuar con la 

caracterización de la enzima se utilizaron compuestos químicos que inhiben la 

actividad de PTPs a concentraciones micromolares y han sido utilizados para la 

caracterización de proteínas como PTPs o PS/TP de diferentes 

microorganismo como Ascaris suum, E. histolytica, T.cruzi, L. donovani y L. 

major (23, 24, 27, 31, 32). En este ensayo se incluyó una enzima recombinante de 

Yersinia, la cual está bien caracterizada como PTP, esto se realizó para de 

demostrar la funcionalidad de los inhibidores de PTPs utilizados (Figura 21). Se 

observó que los inhibidores de PTPs inhibieron de 95 a 96.6 % la actividad de 

la PTP de Yersinia (dato no mostrado), este porcentaje de inhibición ha sido 

observado en PTPs de otros microorganismos como E. histolytica (25) y 

Cryptosporidium parvum (53) mientras que la PP2C de L. major fue inhibida de 

8.4 a 8.5 % por estos compuestos químicos y no se presentó una inhibición del 

100 %, probablemente esto se atribuye a que la proteína presenta dos motivos 

(PTP y PS/TP) en los que solo se inhibió el motivo de PTP pues el motivo de 

PS/TP no fue bloqueado por esos inhibidores que son oxianiones que pueden 

inhibir a la PTP por el simple mimetismo de la geometría tetraédrica del ión 

fosfato (54). El cristal del complejo PTP con el inhibidor tungstato reveló las 

interacciones entre la enzima y el motivo fosforil del sustrato. Se observó el 

efecto contrario en la PTP de Yersinia cuando se utilizaron los inhibidores de 

PS/TP pues se presentó una ligera inhibición de la actividad, este resultado era 

esperado ya que la enzima de Yersinia no es una PS/TP. 

Siguiendo con la caracterización de la PP2C se utilizaron inhibidores 

clásicos de la actividad de serina treonina fosfatasa como fue el ácido okadáico 

que puede diferenciar a las enzimas serina treonina fosfatasas independientes 



de cationes. Se realizó un estudio en una línea celular resistente al ácido 

okadáico y se observó que una mutación puntual de Cys 269 en PP2AC con un 

residuo de glicina estaba presente y esto hacia que la actividad de la enzima 

pudiera ser de 2 a 4 veces más resistente al ácido okadáico en estas células. 

De este estudio surgió que la cisteína es parte del motivo que es variable entre 

PP1C y PP2A y se llegó a la conclusión de que el “loop L7” de estas fosfatasas 

puede formar parte de un dominio de unión al ácido okadáico y que es diferente 

la composición de aminoácidos de PP1 y PP2 en esta región lo que explica en 

parte la diferente sensibilidad de estas fosfatasas.(12). Los resultados de 

inhibición con el ácido okadáico de la actividad de serina fosfatasa de la PP2C 

de L. major  revelaron la inhibición del 1 % de la actividad enzimática. Este 

resultado era esperado debido a que estas  fosfatasas son resistentes al ácido 

okadáico (11) y hasta el momento no existe un inhibidor específico comercial 

para la PP2C que se pudiera utilizar para realizar una mejor caracterización 

enzimática. En el caso de la trifluoperazina (un inhibidor de PS/TP) se presentó 

una inhibición del 23 % (Dato no mostrado), este efecto de inhibición 

probablemente fue dependiente de la concentración de la trifluoperazina, pues 

se observó que en una fosfatasa dependiente de calcio y calmodulina de L. 

donovani la enzima no fue totalmente inhibida cuando se utilizó la 

trifluoperazina a una concentración de 100 μM, sin embargo la inhibición 

completa se observó cuando se incremento la concentración del inhibidor (55). 

Posteriormente se realizó un ensayo de actividad enzimática en el que 

se utilizaron los péptidos sintéticos RRA(pT)VA que presenta una treonina 

fosforilada y DADE(pY)INASL que presenta una tirosina fosforilada. Este 

ensayo demostró que la PP2C de L. major manifiesta una preferencia para 

fosfotreonina sobre tirosina como se muestra en la Figura 22. Una preferencia 

similar para fosfotreonina ha sido reportada para la PpH1 PP2C de 

Myxococcus xantus y PCC 6803 PphA de Synechocystis (50-51). Se encontró 

también que la PP2C de L. major desfosforiló él péptido sintético fosfotirosina, 

este hallazgo ya había sido reportado para la Prpz (PP2C) de Salmonella 

enterica typhi, éste dato indica que la enzima tiene una actividad dual in 

vitro(52). La PP2C de Mycobacterium tuberculosis mostró poca actividad con 

residuos fosfotreonina (19), esta habilidad para desfosforilar residuos in vitro ha 

sido observada para otras serina treonina fosfatasas de la familia PPM. 



La identificación de la proteína se inició mediante la utilización de 

anticuerpos que reconocen el dominio catalítico de PTPs (Figura 25). Estos 

anticuerpos se han utilizado en la identificación del dominio catalítico de PTP 

de L. major (32) en fracciones solubilizadas con detergentes así como en la PTP 

purificada de Entamoeba histolytica (24). Como se observa en la Figura 25 la 

PP2C de L. major presentó reacción cruzada con los tres anticuerpos 

utilizados, estos datos concuerdan con lo esperado ya que la PP2C de L. major 

presenta el motivo CX5R característico de PTPs. 
Hasta el momento no existen anticuerpos comerciales anti-PP2C que nos 

permitan identificar la proteína purificada por lo que se generaron anticuerpos 

policlonales. Mediante Western blot se demostró que estos fueron capaces de 

reconocer una proteína de 44.9 kDa (dato no mostrado). Estos anticuerpos generados 

se utilizaron para identificar la proteína PP2C en promastigotes de L. major mediante 

microscopía de fluorescencia. Los resultados obtenidos mostraron que la enzima se 

encuentra concentrada en el saco flagelar de promastigotes de L. major (Figura 26). 

Está demostrado que el parásito posee un sistema de secreción muy especializado 

que se encuentra ubicado alrededor del saco flagelar (56). Hasta el momento, 

desconocemos si la PP2C es secretada por Leishmania, lo que si se sabe es que 

Leishmania secreta proteínas fosfatasas al medio de cultivo. Resulta muy interesante 

la localización subcelular de la PP2C en el parásito ya que esto implica que el parásito 

esté preparando una acumulación de proteínas para su secreción y una función 

relacionada a la sobrevivencia del parásito en la célula hospedera. 

La presencia de cinasas y fosfatasas en diferentes microorganismos 

patógenicos sugiere que estas moléculas de señalización tengan una relevancia 

específica en los eventos relacionados a la sobrevida y/o patogénesis, sin embargo, el 

significado de los eventos de fosforilación-desfosforilación mediados por cinasas y 

fosfatasas en parásitos ha sido poco estudiado, por lo que el estudio de estas enzimas 

dará un paso importante para comprender la regulación de las cascadas de 

señalización involucradas en la interacción hospedero-parásito. 
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VIII. CONCLUSIÓN 
 

Los resultados del presente trabajo nos permiten concluir que la proteína 

fosfatasa PP2C recombinante de Leishmania major presenta 7 dominios de 

los 11 característicos de las PP2C. Además, como se presentó mayor 

actividad enzimática con Mn+2 en comparación a Mg+2, nos indica que la 

PP2C de L. major tiene características bioquímicas similares a la PP2C de 

mamíferos. Por otro lado, se observó que la proteína se expresa en el saco 

flagelar de los promastigotes metacíclicos (fase infectiva). 

 

Este es el primer estudio que se realiza en la clonación y purificación de 

la PP2C en promastigotes de L. major, hasta el momento desconocemos la 

función que esta enzima pudiera tener en este protozoario y dentro de su 

célula hospedera, pero probablemente el parásito esté preparándose con 

diferentes moléculas que le permitan sobrevivir dentro del ambiente hostil al 

que se va a enfrentar debido a su naturaleza intracelular. 
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lX. PERSPECTIVAS 
 

• Determinar las constantes cinéticas de la PP2C. 
 

• Analizar el efecto que ejerce la PP2C en eventos de activación del 

macrófago: 

1.- la fosforilación de proteínas de macrófagos previamente activados, 
 

2.- el estallido oxidativo de macrófagos y 
 

3.- la expresión de ARNm para la iNOS y producción de óxido nítrico. 
 

• Silenciar la expresión de la PP2C mediante la utilización de ARNi y 

determinar la participación de esta proteína en el crecimiento del 

parásito y en la infección de los macrófagos. 
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