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...Por un lugar dificil caminamos, andamos aqui en la tierra.
Por un lado un abismo, por el otro un barranco.

Si no vas por en medio caerds de un lado o del otro,

Solo en el medio se vive, sélo en el medio se anda...

Fragmento de Huehuetlatolli



El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Inmunoparasitologia del Departamento
de Medicina experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional

Auténoma de México, bajo la asesoria de la Dra. Maria Magdalena Aguirre Garcia.



DEDICATORIAS:

A mis padres, por darme el privilegio de cursar estudios universitarios.

A mi madre, Lucia Teresa Alvarez Hernandez, por tu apoyo y tu ejemplo de ética, del
deber y de la lucha. A mi padre Margarito Ramirez Ruiz, por su apoyo y el gran amor
paternal que me das. A mi hermano Oscar, por hacerme compaiifa.

A la Universidad Nacional Auténoma de México, el espacio de discusidon y desarrollo de
ideas que ha promovido mi desarrollo como profesional y como universitario. A los
profesores que me han ensefiado a cuestionar, razonar e imaginar. Les quedo en deuda
intelectual.

A mis amigos Angélica, Rafael, Ulises, Juan Carlos, Tania, Zaira, Jania, Carla, Ale (Larck) y
Joaquin, sin ustedes, no seria lo que soy, me han ensefiado mucho, gracias.

A mis familiares, por todo el apoyo y afecto que me han dado durante mi vida.

Un agradecimiento especial a la M. en C. Alma Reyna Escalona Montafio, por su ayuda,
sin ella no habria sido posible esta tesis.

A mi tutora, la Dra. Maria Magdalena Aguirre Garcia por la oportunidad que me dio de
desarrollar este proyecto, por su apoyo, asesoramiento y consejo.

A la Dra. Ingeborg Becker, por su amabilidad y por brindarme el espacio hospitalario para
la realizacién de esta Tesis.

A Rocely Cervantes Saravia por su invaluable ayuda en la realizacién de esta tesis.

A mis sinodales, por la amable revisién de esta tesis, les quedo en deuda intelectual.

A la UNAM DGAPA por el apoyo econdmico para la realizacién de esta tesis, con el
numero de Programa IN212606 de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnoldgica PAPIIT y por apoyo de beca PAPIIT Niumero IN2124009.

Al personal del bioterio de Medicina Experimental, en especial a Ricardo y Daniel.

A mis padrinos Delfino Ambrosio y Rosaelia Montalvdn. A mi madrina Norma Peldez. Que
siempre he tenido en gran estima.

A todo el laboratorio de inmunoparasitologia (Jesus, Jorge, German, Juan, Daniel, Araceli,
Aratzeni, Jaime, Lorena, Susana, Nané, Paloma, Adriana, José, Cris, Miriam, Angie, Laura,
Silvia, Dulce, Eddie, ambos Marcos, Omar, Ingrid, Jenny, Edith, Berenice, Diana, Arturo
Wilkins, Carlos Alberto) por su amabilidad, por hacer el trabajo ameno, por la ayuda

desinteresada y atenta que me dieron, gracias.



A Mitzy, Tulli, Macario, Les (azul), Deni, Jime, a la Queen, Zitla, Laurita, Clau, Licha,
Erandy, Ursula, Adri, Claudia, Daniela, Ana, Diana, Sopas, Leslie, Yola, Bris, Cintia, Sara,
Rubén, Diana, Lore, lan, Mariana, Bere, Val, Pau, Poncho, Kabeto, Duque, Omar (gliero),
Sionela, Wendy, Victor (Primo), Marta, Naye, Yoali, la Chona, Citripio, Vero, Alejandro
Caver, Pamela, Magali, Osquis, Diana Elinos, Sara, Rach, Gis, Juanita, Abril, Victor (Chito),
Pablovski, Hugo Sanchez, Rafael Cruz, Manolo, Juan Salvador, Fercho, Jorgito, Ericho,
Estefania, Ale, Eli, Carlos Chavez, Carlos (cotonete), Aldo, Deborah, Eliuh, Eleonor,

Estrella, Fidel y Lucy por compartir experiencias en el camino.



Indice general

INAICE GENETAL ..o e, i

INAICE & TIGUIAS. ... i

INdice de tablas. ............cooouuii i iii
ADFEVIATUIAS. . ..ot e i
RESUMBIN. ... e e e 1

(I L1 (oo (U ToTol o] o PPN 2
1.1.-Generalidades. . ....ovviee et 2

1.1.1.- Epidemiologia de la leishmaniasis..............cccoviiiiiiiii e 2
1.1.2.- Evolucion del pardsitO. ........o.eeueiniintitet ettt e e e e e s 2
1.1.3.- Ciclo de vida del Pardsito. ... .....coovuinrinieiieie e 3
1.2.- Moléculas que participan en la infeccion de Leishmania...................cooooiiiii. 4
1.2.1.- Moléculas de SUPETTICIC. ... uuiet ittt ettt eaas 4
1.3.- Moléculas de SECIECION. ... .ttt ettt e eeeee e eaae s 6
1.3.1.- Moléculas secretadas por Leishmania...................ocooiiiiiiiiiiii 6
1.3.2. Vias de secrecion de Leishmania............oeouiiiiiiiiiiiii e, 8
1.3.2.1.- Via de secrecion clasica en Leishmania..............ooooiiiiniiiiiinniiiieeeeeeeeeene, 8
1.3.2.2.- Vias alternas de secrecion de Leishmania..................ccooiiiiiiiiiiiiiiiinnnne 9
1.4.- Proteinas fosfatasas de Leishmania................coooiii i 10
1.5.- Mecanismos de supervivencia de Leishmania....................oooioiiiiiiii. 11
1.5.1.- Mecanismos de entrada............ooiuiiiiiiiniii e 11
1.5.2.- Condiciones de la vacuola parasitdfora..............ccooeviiiiiiiiiiiiii i, 12
1.5.3.- Modulacion de la célula hospedera por Leishmania...............ccocooiiiiiinn.. 14
1.5.4.- Participacién de fosfatasas en los mecanismos de infeccidn de Leishmania......... 15
2.-JUSHITICACION. ... e e 16
Bm O JtIVOS. .ot 17
3.1.-ODbJetivo gENEIAL. . ... e 17
3.2.- ODJetivos PartiCUIAreS. ... ...oeeei e e e e 17
O Y 1< (oo [0 L PP EPPPPIN 18
4.1. Cultivo y aislamiento de los amastigotes de Leishmania mexicana...................... 18
4.2.- Obtencion de los sobrenadantes de los amastigotes de Leishmania mexicana.......... 18
4.3.- Determinacion de la actividad de fosfatasa acida.................ccooeeeiiiiiiiiiiienn. .. 19



4.4.- Prueba de viabilidad de los amastigotes de Leishmania mexicana........................ 19
4.5.- Determinacion de la actividad de PTP y PSP de los sobrenadantes de los amastigotes
de Leishmania MEXICANA. ... ...ue ettt 19
4.6.- Efecto de compuestos quimicos en la actividad de fosfatasa de los sobrenadantes...19

4.7.- Andlisis del perfil de electroforético de los sobrenadantes y deteccion de PTP y PP2C

por ensayo de Western BlOot..........oooiiiiiiii e 20
4.8.- Efecto de anticuerpos en la actividad de fosfatasa de los sobrenadantes.................... 20
5.- RESUIAODS. . ... 21
5.1.- Estandarizacion de cultivo axénico de amastigotes .............c.ovviiiiiiiieeinininnnn.. 21
5.2.- Secrecion de fosfatasas por amastigotes de Leishmania mexicana....................... 22
5.3.- Viabilidad de los amastigotes de Leishmania mexicana....................ccoeevvennn... 23

5.4.- Perfil de proteinas secretadas por los amastigotes de Leishmania mexicana...........24
5.5.- Especificidad de sustrato de las fosfatasas secretadas por los amastigotes de
LeiShmania MEXICANA. ... ...ttt e 25
5.6.- Efecto de los inhibidores de fosfatasas de PSP y PTP en la actividad enzimatica
secretada por los amastigotes de Leishmania mexicana...................oeiviiiiiiiennnnnnn, 26
5.7.- Inmunodeteccion de una PTP secretada por los amastigotes de Leishmania
1= =g = P 27
5.8.- ldentificacion de una PP2C secretada por los amastigotes de Leishmania
1= =g - 28

5.9.- Inhibicion de la actividad de fosfatasa secretada por los amastigotes de Leishmania

mexicana utilizando anticuerpos anti PTP1B y anti PP2C.................cooiiiiiiiiinn, 29
T B ol U ] T ] PP 30
A o] o Tod (1] o o PP 33
8- RETEIENCIAS. ...t e 34

Indice de figuras

Figura A.- Ciclo de vida de Leishmania Spp........c.cooviiiiiriieiiiiiii e, 4
Figura B.- Microvesiculas secretadas por L. donovani...............cooeviviiiiiiniiniinnnn.n. 10
Figura C.- Interaccion del amastigote con el hospedero en la vacuola parasitofora..........13

Figura 1.- Crecimiento de los amastigotes de L. mexicana...................ccoocuveunevenennnn.. 21



Figura 2.- Tiempo éptimo de la actividad de fosfatasa secretada por los amastigotes de L.

1= 0= g = 22
Figura 3.- Viabilidad de los parésitos utilizados para secrecion..................ccocevevennnn. 23
Figura 4.- Perfil de proteinas de los sobrenadantes de amastigotes de L. mexicana........ 24

Figura 5.- Andlisis de la especificidad de sustrato de las fosfatasas secretadas por los
amastigotes de L. MeXICANA. .......ouit ittt 25
Figura 6.- Efecto de los inhibidores de PTP y PSP en la actividad de fosfatasa de los

secretada POr L. MEXICANGA. ... .. ..ttt et e e et et eaaeaas 26
Figura 7.- Identificacién de una PTP secretada por amastigotes de L. mexicana............. 27
Figura 8.- Identificacién de una PP2C secretada por amastigotes de L. mexicana......... 28

Figura 9.- Inhibicion de la actividad de fosfatasa secretada por amastigotes de L. mexicana

ULHIZANAO ANTICUBTPOS. .. ..ttt e 29

Indice de tablas

Cuadro A. Especies del orden Leishmania y su fenotipo de enfermedad

T 003 T T [0 J 3
Abreviaturas

AMP adenosina de mono fosfato

AP-1 proteina activadora 1

ATPasa fosforilasa de adenosina de trifosfato

C3 factor de complemento 3

C3ayCha factor de complemento fragmento 3a y 5a

CAM control de amortiguador de muestra

CD4,8vy 25 cUmulo de diferenciacién 4, 8 y 25

CR1yCR3 receptor de complemento 1y 3

DC-SIGN molécula de adhesion intercelular especifica de células

dendriticas



L-SIGN

EFl-a
ERK
FBS
Fc
FCP

FcR
fPPG
gp63
GPI
HO-1
IFN-y
19G

IL
INOS
ITIMs
JAK
L.spp
LAMP-1
LC
LCD
LCL
LM
LmPTP1
Lmsap
LPG
LPS
LRR
LV
MAPK

mgy Hg
MHCI y MHCII

molécula de adhesion intercelular especifica de nodulo
linfatico e higado

factor de elongacion 1 a

cinasa regulada por sefiales extracelulares

suero fetal bovino

Fragmento constante

fosfatasa factor de transcripcion Il F- dominio que interactia
con el carboxilo terminal

receptor de fragmento constante
proteofosfoglicano filamentoso

glicoproteina 63

glicofosfatidilserina

hemo oxigenasa 1

interferon gama

inmunoglobulina G

interleucina

sintetasa de o0xido nitrico inducible

inmuno receptores basados en dominio de tirosina
cinasa de Janus

Leishmania spp

proteina asociada a la membrana lisosomal
Leishmaniasis cutanea

Leishmaniasis cutanea difusa

Leishamniasis cutanea localizada

Leishmaniasis mucocutanea

proteina fosfatasa de tirosina 1 de Leishmania mexicana
gen de fosfatasa acida secretada de L. mexicana
lipofosfoglicano

lipofosfatidilserina

repeticiones ricas en leucina

Leishmaniasis visceral

proteina cinasa activada por mitégenos
microgramo y miligramo respectivamente

complejo de histocompatibilidad | y 11



mly ul

MM

mPPG
MRNA
MYD88

N terminal y C-terminal
NADPH oxidasa
NF-xB

PKC

p-NPP

PP1, PP2Ay PP2B
PP2C

PPM

PPP

PTP

PTP

PTP1B
PTS1y2
RE

ROS y NOS
SAP

SDM

PSP

SHP-1

SRC

STAT

SYK
tbPTP1
TGF-B
TLR-2
TNF-a
TRAF

VP

XTT

microlitro y mililitro

micromolar

proteina fosfoglicano de membrana

acido ribonucleico mensajero

gen de repuesta a la diferenciacion mieloide primaria-88
amino terminal y carboxilo terminal

oxidasa de nicotidamina adenina dinucleétido fosfato
factor de necrosis kapa B

proteina cinasa C

paranitrofenilfosfato

proteina fosfatasa 1, 2A 'y 2B

proteina fosfatasa 2C

fosfo proteina fosfatasa dependiente de Mg*/Mn*
fosfo proteina fosfatasa

proteina fosfatasa de tirosina

proteinas fosfatasas de tirosina

proteina fosfatasa de tirosina 1B

secuencia sefial que dirige al peroxisoma tipo 1y 2
reticulo endoplasmico

especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico
fosfatasa acida de secrecion

medio Schneider Drosophilla

fosfatasas de serina/treonina

fosfatasa que contiene un dominio homélogo a Src2
Sarcoma

transductor de sefial y activador de la transcripcion
cinasa de tirosina de bazo

proteina fosfatasa de tirosina 1 de Tripanosoma brucei
factor de crecimiento tumoral beta

receptor de tipo Toll-2

factor de necrosis tumoral alfa

familia del factor asociado al receptor de TNF
vacuola parasitéfora

prueba de tetrazolium



Carlos Ramirez Alvarez

Resumen

Leishmania es un parasito protozoario zoonotico, agente causal de un diverso conjunto
de manifestaciones clinicas, como la leishmaniasis cutanea, mucocutanea y visceral. En
México se presentan casos de leishmaniasis cutanea, provocada por la especie
Leishmania (L.) mexicana. El ciclo de vida del parasito incluye una fase de
promastigote presente en el vector artropodo y el amastigote que se encuentra en el
hospedero mamifero. El parasito cuenta con moléculas de superficie y secretadas que
participan en los mecanismos de la evasion al hospedero. En la segunda categoria se
conocen pocas moléculas reportadas como patogénicas en la fase de amastigote, la fase
de mayor relevancia clinica. Las proteinas fosfatasas se han reportado como factores de
virulencia en diversos organismos patogénicos, estas enzimas son capaces de inhibir
vias de sefializacion celular asociadas a la respuesta inmune a patégenos.

Debido a lo anterior, en la presente tesis se identificaron y caracterizaron proteinas
fosfatasas secretadas en la fase de amastigote de L. mexicana. Para ello se estandarizo
el cultivo axénico de L. mexicana, de éste se tomaron 500 millones de parasitos, se
lavaron y se incubaron a diversos tiempos (15 minutos, 1, 3 y 5 horas), en medio SDM
fresco sin suero, libre de L-tyrosina y fosfatos. Se midi6 la actividad de fosfatasa y se
detect6 mayor actividad a 1 hora de secrecion, en este tiempo de secrecion la viabilidad
de los parasitos fue del cien por ciento. Las fosfatasas presentes en el sobrenadante
fueron capaces de defosforilar péptidos fosforilados en residuos de tirosina y en menor
medida los péptidos fosforilados en treonina, se caracterizé la actividad enzimatica con
inhibidores especificos y se encontré que los inhibidores de PTP abatian la actividad de
fosfatasa mientras que los inhibidores de PSP no tuvieron este efecto. Los
sobrenadantes se precipitaron, se corrieron en geles de acrilamida, estos se tifieron con
plata o se utilizaron para inmunodeteccion con anticuerpos monoclonales anti PTP1B y
policlonales anti PP2C. En los geles tefiidos con plata se identificaron una serie de
proteinas, mientras que en los Blots para PP2C y PTP se identificaron proteinas de 42
kDa y 50 kDa, respectivamente. Para corrobar la presencia de una PTP secretada, se
incubd el sobrenadante con anticuerpos dirigidos contra el sitio catalitico de una PTP1B
de placenta humana y se observo que hubo una reduccion de la actividad catalitica. De
lo anterior, llegamos a la conclusion de que los amastigotes de L. mexicana secretan una
PTP y una PP2C al medio de cultivo.
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1.- Introduccién

1.1.- Generalidades

1.1.1.- Epidemiologia de la leishmaniasis

El estudio de la leishmaniasis comienza con la descripcion del agente etioldgico,
llevado a cabo por Leishman y Donovan en 1903, los cuales por separado aislaron el
parésito del bazo de pacientes de la India (Herwaldt, 1999). El parasito Leishmania spp.
es un protozoario patdgeno, agente etiolégico de un conjunto de manifestaciones
clinicas, entre ellas la leishmaniasis visceral (LV), cutanea (LC) y mucocutanea (LM).
La leishmaniasis cutanea se presenta en forma localizada (LCL) y difusa (LCD). La
primera se presenta en forma de Ulceras redondeadas, con bordes indurados que
generalmente curan de forma espontanea. La forma difusa se vuelve crénica y hay una
falta de respuesta celular eficiente contra el parasito (Reithinger, 2007).

En un reporte de 2007, la Organizacion Mundial de la Salud reconoce que la
leishmaniasis es una de las enfermedades tropicales mas descuidadas (OMS, 2007).
Actualmente, mas de 20 millones de personas estan infectadas en el mundo. Se
presentan dos millones de casos nuevos cada afio y 350 millones de personas se
encuentran en riesgo. Esta enfermedad afecta la poblaciébn méas pobre en 88 paises en
desarrollo (OMS, 2007).

1.1.2.- Evolucion del parasito

Existen mas de 20 especies de Leishmania. El género Leishmania spp. pertenece al
orden kinetoplastidae, las especies que infectan a mamiferos pueden ser divididas en
dos subgéneros (Leishmania Leishmania y Leishmania Viannia) (Killick, 1990). El tipo
de manifestacion clinica depende de la especie de Leishmania que infecta y del estatus
inmunolégico del hospedero. En el viejo mundo Leishmania (L.) donovani es la
principal causante de leishmaniasis visceral, mientras que L. major es la causa principal
de leishmaniasis cutanea. En América L. mexicana es la principal causante de LCD y L.
amazonensis para LM (Sacks, 2001). Cada una de estas especies a pesar de compartir la
mayor parte del genoma y un origen comun, han divergido el tiempo suficiente (se ha

calculado que L. infantum y L. brazilliensis han estado separados de 15-50 millones de
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afios de evolucion) para adquirir mecanismos Unicos y distintivos para cada especie y
esto podria explicar en parte el hecho de que cada especie se asocia a una manifestacion
clinica en particular (Lukes, 2007). Es muy importante resaltar este punto, puesto que en
las revisiones acerca de los mecanismos de infeccion que utiliza Leishmania para
infectar a sus hospederos, suelen mencionarse una multitud de procesos identificados,
que dan la apariencia de aplicarse para todas las especies de Leishmania en comun, lo

cual estd muy lejos de lo que sucede realmente (Olivier, 2005).

Cuadro A. Especies del género Leishmania y su fenotipo de enfermedad asociado
(modificado de Lynn y McMaster, 2008).

Especie de Ubicacion Fenotipo de
Leishmania la enfermedad
L. major Viejo Mundo Leishmaniasis cutanea
L. tropica Viejo Mundo Leishmaniasis cutanea
L. donovani Viejo Mundo Leishmaniasis visceral
L. infantum Viejo Mundo Leishmaniasis visceral
L. brazilienzis Nuevo Mundo Leishmaniasis
mucocutanea
L. panamensis Nuevo Mundo Leishmaniasis
mucocutanea
L. mexicana Nuevo Mundo Leishmaniasis cutanea
L. amazonensis Nuevo Mundo Leishmaniasis
mucocutanea

1.1.3.- Ciclo de vida del parasito

El ciclo de vida de Leishmania spp. incluye la existencia del parasito en un vector
artropodo (Lutzomia y Phlebotomus, en América y el viejo mundo respectivamente),
dentro del cual el parésito pasa por una serie de transformaciones, de la forma
promastigote nectomdnade el parasito se transforma al estadio haptoménade, después al
estadio leptomonade, luego a promatigote prociclico y por udltimo promastigote
metaciclico, en esta Gtima fase el parasito migra a la proboscis del mosquito (Killick,
1979). La transmision al hospedero mamifero ocurre cuando el mosquito se alimenta de
éste y regurgita promastigotes metaciclicos. En el hospedero mamifero el parasito se

transforma en la fase de amastigote (Sacks, 2001).
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Figura A.- Ciclo de vida de Leishmania spp. 1. Transmisién de promastigotes
metaciclicos a través de la picadura del mosquito. 2. Transformacidén en amastigotes y
fagocitosis por macréfagos, neutrofilos y células dendriticas. 3. Reproduccion de los
amastigotes en la vacuola parasitdfora. 4. Liberacion del parasito por la lisis de la célula
hospedera e infeccion de otras. 5. Ingestion de células infectadas por el mosquito al
alimentarse de sangre. 6. Liberacion de los parasitos en el intestino del mosquito. 7.
Transformacion de los amastigotes en promastigotes. 8. Los promastigotes pasan a
através de varios estadios hasta convestirse en promastigotes metaciclicos durante la
cual ocurre la transmision al hospedero mamifero cerrandose el ciclo. Figura tomada de
Reithinger et al, 2007.

1.2.- Moléculas que participan en la infeccion de Leishmania

1.2.1.- Moléculas de superficie
Para abordar el estudio de la interaccion del parasito con la célula hospedera se han
encontrado y caracterizado moléculas involucradas en los procesos de supervivencia e

infeccidén del parasito. Estas proteinas pueden ser de membrana o de secrecion. En
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cuanto a las moléculas de membrana, Leishmania cuenta con una superficie protectora
conocida como glicocalix, compuesta principalmente de proteinas ancladas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI), lipofosfoglicanos (LPG) y glicosilfosfolipidos (Olivier,
2005). La proteina méas abundante en la superfice de promastigotes de Leishmania es la
gp63, la cual es una metaloproteinasa de zinc, la cual es activa en un rango de pH de 7-
10 y tiene una actividad proteolitica especifica en un amplio rango de sustratos entre los
cuales se encuentra la caseina, el fibrindgeno, gelatina y la albumina (McMaster, 1994).
Cada parésito presenta alrededor de 5 x 10° moléculas (Ellis, 2002), la abundancia de
esta proteina se reduce radicalmente (10 veces) en amastigotes (Medina, 1989). La
reduccion de la cantidad de gp63 presente en la fase de amastigote podria estar
balanceada por la exposicion de moléculas antes embebidas en el glicocalix de LPG que
se pierden en la fase de amastigotes (Olivier, 2005). Se cree que en esta fase intracelular
la actividad de la gp63 podria participar en la ruptura de macromoléculas del hospedero,
en la proteccion y en la provision de nutrientes al parasito. Esta proteina es capaz de
unirse con el receptor de complemento 3 (CR3) presente en la superficie de fagocitos y
de esta forma podria contribuir al anclaje del parasito a macrofagos u otras celulas
(Brittingham, 1995).

El glicolipido lipofosfoglicano (LPG) es el principal glicoconjugado de superficie de
Leishmania y también es secretado activamente al sobrenadante de cultivo (Valerie,
1992). Este glicolipido esta organizado en cuatro dominios: un conservado 1-O-alquil-
2-liso-fosfatidil (mio) inositol de anclaje a membrana, un nicleo de estructura de
difosfoheptasacarido, unidades repetidas de fosfodisacaridos, las cuales contienen
variaciones especie especificas en las cadenas laterales (Ilg, 2000). La expresion de
LPG disminuye en la etapa de amastigotes en al menos mil veces (Valerie, 1992). En
promastigotes de L. mexicana hay aproximadamente 1.3-2.0 x 10° moléculas de LPG
por parasito (McMaster, 1997). En amastigotes, el LPG producido es principalmente
soluble y se localiza en la bolsa flagelar para su secrecion (Bahr, 1993). EI LPG ha sido
involucrado en la resistencia de los promastigotes al ataque por complemento, en el
anclaje y la fagocitosis de los promastigotes por el macrofago, en la proteccion del
parasito contra las hidrolasas del fagolisosoma, en la reduccion de la produccion de
citocinas como IFN-y y TNF-a, asi como la inhibicion de sefiales intracelulares como la
via de la PKC, inhibicién de la fusion del fagolisosoma y la produccion de estallido

oxidativo entre otros (llg, 1992). Sin embargo, en un estudio realizado por Ilg y
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colaboradores en el 2000 se demuestra que a pesar de que es una molécula importante
para la sobrevivencia del parasito, su falta no afecta la capacidad infectiva del paréasito.
El fosfolipido glicosilinositol (GIPL) es una molécula de superficie de Leishmania
anclado por GPI, esta molécula es diez veces mas abundante que el LPG, su tamafio
reducido le hace estar mas cerca a la superficie membranal, a diferencia del LPG que es
constantemente rasurado de la membrana, el GIPL es una molécula de vida media larga
y por esto se cree que tiene un papel en la proteccion del parasito, sin embargo, esto no
esta claro ya que su falta no afecta la infeccidn del parasito in vivo (Garami, 2001).
Leishmania expresa un proteoglicano de tipo proteofosfoglicano en su superficie,
denominado PPG de membrana (mPPG), esta proteina estd anclada por GPI en su
extremo C-terminal, contiene dominios homdlogos a repeticiones ricas en leucina
(LRR), dominio encontrado en proteinas transductoras de sefiales intracelulares (llg,
1999), debido a su extensa glicosilacion con largas cadenas de fosfoglicanos tipo LPG,
la cual se extiende miles de nandmetros de la membrana plasmatica, se especula que
esta molecula podria constituir un excelente ligando para el anclaje al hospedero
artropodo y mamifero (llg, 1999). Una sola molécula de mPPG cuenta con mas de 800
residuos de serina agrupados y unidos a fosfoglicanos en comparacién con LPG que

solo contiene un sitio de glicosilacion (Ilg, 2000).

1.3.- Moléculas de secrecion

1.3.1.- Moléculas secretadas por Leishmania

Los promastigotes metaciclicos de L. donovani secretan aproximadamente 150
proteinas (Silverman, 2008). Dichas proteinas secretadas podrian tener distintos efectos
en la superviviencia del parésito, entre las proteinas identificadas se encuentran: a)
proteinas con efecto inmunomodulatorio: b) proteinas involucradas en la supervivencia
intracelular del paréasito y c) proteinas que participan en transduccion de sefiales. Entre
las proteinas reportadas se encuentran proteasas, oxidoreductasas, nucleasas, al menos
10 proteinas involucradas en transduccién de sefiales (MapK, proteinas fosfatasas de
tirosina (PTP), de unién a fosfoinositol, entre otras) y que participan en la sintesis de
proteinas del parasito (Silverman, 2008).

Todos los promastigotes de Leishmania spp. secretan al medio fosfatasas acidas (SAPS)

excepto L. major (llg, 2000). Las SAPs poseen actividad inespecifica y pueden

6



Carlos Ramirez Alvarez

defosforilar un amplio rango de sustratos como fructosa 1, 6-fosfato, AMP, O-fosfo-
DL-tirosina, entre otros. En L. donovani se ha demostrado que estas SAPS son capaces
de inhibir el estallido oxidativo en neutréfilos (Remaley, 1985). Los amastigotes
(incluyendo amastigotes cultivados de forma axénica) de L. donovani son capaces de
secretar SAPs (Doyle, 1991; Debrabant, 2003). Los promastigotes de L. mexicana
secretan dos tipos de SAPs que no poseen actividad catalitica: mayoritariamente SAP2
codificada por el gen Lmsap2 y SAP1, codificado por Lmsapl, estas proteinas maduras
pesan 200 kDa y 100 KDa respectivamente (Wiese, 1995; Ilg, 2000), estas proteinas
pueden formar largos polimeros, una caracteristica muy inusual en fosfatasas acidas.
Estos polimeros se hallan formados por subunidades de SAP1 y SAP2 intercaladas y
llegan a tener mas de 200 de estas subunidades y un tamafo de aproximadamente 2 pm,
donde el extremo N-terminal es la parte enzimaticamente activa, los extremos C-
terminales son visibles al microscopio electronico y le dan una apariencia de milipedo
(Mg, 1991). A diferencia de L. donovani que secreta SAPs con capacidad de
oligomerizar limitada, con pesos de 110 y 130 kDa en promastigotes y de peso
heterodisperso entre 130-250 kDa en amastigotes (Debrabant, 2003). Se ha propuesto
que las SAPs podrian tener una funcién nutricional en el tracto digestivo del insecto
vector (Walters, 1989).

Los promastigotes de Leishmania secretan una proteina filamentosa Ilamada
proteofosfoglicano filamentoso (fPPG). Esta proteina se haya glicosilada en un 84-90%
en residuos de serina, esta magnitud de glicosilacion le confiere resistencia a
proteinasas, tiene una enorme masa molecular, con alta carga negativa, posee regiones
analogas a las mucinas de mamiferos, es viscosa y tiene la capacidad de formar geles
(llg, 1996). Se ha propuesto que este gel mejora la eficiencia de la transmision del
parasito, bloqueando la valvula estomoidea del vector durante la picadura provocando el
reflujo y la deposicion del paréasito en el mamifero (Walters, 1989).

Los promastigotes y amastigotes de L. mexicana secretan proteofosfoglicanos que no
contienen ninguna actividad catalitica conocida (Bahr, 1993; Stierhof, 1994; llg, 1995;
Wiese, 1995). Los amastigotes de L. mexicana secretan una molécula llamada PPG de
amastigotes (aPPG), la cual contiene todas las modificaciones glicosidicas encontradas
en PPGs y SAPs de promastigotes ademas de glicosilaciones jamas reportadas (llg,
2000). En amastigotes axénicos no se ha podido identificar la secrecion de aPPG, de
modo, que un estimulo del macréfago parece ser esencial para su expresion (llg, 1998;

Ilg, 2000). Debido a que se expresa en la fase presente en el mamifero se ha propuesto y
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demostrado la implicacion en la infeccion del hospedero mamifero. Esta molécula se
puede detectar en grandes concentraciones en la lesién (40-100 pg g™) de ratones y en
vacuolas parasitéforas (Ilg, 1995; Aebischer, 1999), por su alta glicosilacion aPPG no
puede ser presentada por el complejo de histocompatibilidad Il (MHCII) (Overath,
1999; Aebischer, 1999) y como es conocido para compuesto polianiénicos se ha
demostrado que induce vacuolizacién en macréfagos (Peters, 1997), lo que podria
explicar la formacion de grandes vacuolas en macréfagos infectados por L. mexicana
(llg, 2000). El aPPG es capaz de unirse a lectinas de union a manosas y activar el
complemento por la ruta alterna lejos de la superficie del parasito, lo cual explicaria que
no se encuentre el factor de complemento C3 en la superficie de amastigotes de L.
mexicana aislados de lesion (Peters, 1997). Ademas esto podria favorecer la produccion
de anafilotoxinas C3a y Cba potentes reclutadoras de monocitos circulantes y favorecer
la dispersion del parasito (llg, 2000).

1.3.2.- Vias de secrecion de Leishmania

1.3.2.1.- Via de secrecion clésica en Leishmania

El parasito Leishmania tiene la ruta de secrecion eucariotica clasica y cuenta con una
serie de organelos caracteristicos involucrados en el trafico de proteinas secretadas y
endocitadas (McConville, 2002). La ruta de secrecion de proteinas comienza con la
sintesis y translocacion de proteinas al reticulo endoplasmico (RE) cercanamente
asociado a la membrana nuclear. En el RE la mayoria de las proteinas de la ruta
secretora se modifican con N-glicanos. Como en los demdas eucariontes, estos
oligosacéaridos son ensamblados en bloques a las proteinas nuevas sintetizadas en el
lumen del RE, los pasos de la biosintesis de estos oligosacaridos son iguales en los
demas eucariontes (Parodi, 1993). Los trypanosomatidos utilizan dolicoles que son mas
cortos en comparacion con los que se encuentran en células animales (Low, 1991).
Ademas los trypanosomatidos soOlo transfieren a las proteinas recién sintetizadas
oligosacéaridos truncados de tipo MAN;s.;GLcCNAcC, a diferencia del resto de los
eucariontes que transfieren oligosacaridos terminados con residuos de glucosa (Parodi,
1993), las proteinas son exportadas al aparato de Golgi a través de transporte vesicular.
En el aparato de Golgi se procesan sélo pocas modificaciones en las proteinas

procesadas con N-glicanos (Parodi, 1993). Las proteinas necesitan una secuencia sefial
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de secrecion clasica o un tipo de glicosilacion no determinado aun para ser dirigidas al
bolsillo flagelar y secretadas (Emanuelsson, 2007; Ellis, 2002). En el genoma de
Leishmania se hayan por lo menos 50 genes con secuencia sefial de secrecion de la ruta

clésica (Silverman, 2008).

1.3.2.2.- Vias alternas de secrecion de Leishmania

El 98% de las proteinas identificadas en el secretoma de L. donovani no contienen la
secuencia sefial de la via clasica de secrecion, lo que hace suponer que la mayor parte de
las proteinas secretadas por Leishmania utilizan una ruta no clasica de secrecion
(Silverman, 2008). Tres procesos de secrecion vesicular son candidatos al aporte del
secretoma de Leishmania: exosomas, vesiculas apoptéticas y glicosomas (Silverman,
2008). Los exosomas son vesiculas pequefias, de 50 a 100 nanometros de diametro, que
son liberados por la fusion de endosomas multivesiculares o lisosomas de secrecion con
la membrana plasmatica eucariotica (Fevrier, 2004). El parasito secreta microvesiculas
que contienen una carga protedmica parecida a microvesiculas de tipo
exosoma/adiposoma del hospedero (las microvesiculas de L. donovani y de células
adipociticas de mamiferos comparten méas del 10% de proteinas) (Aoki, 2007). Las
vesiculas apoptdticas han sido descritas en las membranas plasmaticas de células
apoptoticas de mamiferos y se ha encontrado que éstas contienen proteinas como
histonas y subunidades de oxidasas de citocromo c. Los glicosomas son organelos
exclusivos de trypanosomatidos relacionados a los peroxisomas, especializados en la
generacion de energia por la via glicolitica, varias proteinas que contienen la secuencia
sefial que dirige al peroxisoma tipo 1 y 2 (PTS1 y PTS2) han sido encontradas en el
secretoma de L. donovani y han sido encontradas en los glicosomas aislados de otros

trypanosomatidos (Parson, 2004; Silverman, 2008).
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Figura B.- (A) Microvesiculas secretadas por amastigotes axénicos de L. donovani
presentes. (B) Vista de la base del flagelo y bolsa flagelar de un promastigote de L.
donovani. Tomado de Silverman et al, 2008.

1.4.-Proteinas fosfatasas de Leishmania

Los genomas de eucariontes presentan tres familias distintas de genes que codifican
para fosfatasas dentro de las cuales se presentan: 1) la familia de las fosfoproteinas
fosfatasas (PPP), dentro de la cual se encuentran las subfamilias PP1, PP2A y PP2B. 2)
Las proteinas fosfatasas monoméricas (PPM) que cuentan con un solo representante, la
PP2C, y 3) las proteinas fosfatasas de tirosina (PTP), que pueden subdividirse en PTP
convencionales (entra las cuales se encuentras las fosfatasas duales) y PTP de bajo peso
molecular (LMW PTP). Las fosfatasas son un grupo de enzimas que catalizan la
remocion de grupos fosfatos de residuos de aminoacidos especificos, esta reaccion es
conocida como defosforilacion. Las PPP y PPM tienen como sustrato residuos de serina
y/6 treonina, y por lo tanto pueden ser clasificadas por el sustrato que modifican en
proteinas fosfatasas de serina/treonina (PSP), mientras que las PTP son capaces de
defosforilar residuos de tirosinas, aunque dentro de esta familia existe una subfamilia de
PTP llamadas duales que son capaces de defosforilar residuos de serina y treonina
(Barford, 1998). L. major cuenta con 83 genes de fosfatasas, de éstos 4 % son PTP (3
genes), 69 % son PSP (58 genes) y el 26 % de genes restantes son fosfatasas duales (22
genes) (Brenchley, 2007).

La defosforilacion de proteinas es un proceso muy importante en la regulacién de los
procesos celulares de trypanosomas y muestra diferencias muy marcadas en su ciclo de

vida (Brenchley, 2007). En otros parasitos del orden Trypanosomatidae, como

10



Carlos Ramirez Alvarez

Trypanosoma brucei, se ha identificado que la fosfatasa de tirosina tbPTP1 es un gen
maestro que controla la diferenciacién a la fase prociclica de este parésito (Szoor,
2006). Las PTP se encuentran involucradas en el proceso de diferenciacion de
Leishmania a la fase de amastigote, ya que la expresion heterdloga de la proteina
fosfatasa de tirosina 1B (PTP1B) en promastigotes aumenta la expresion de A2, una
proteina especifica de amastigotes y aumenta la virulencia de los promastigotes
tranfectados in vitro y la inhibicion de cinasas de tirosina promueve el desarrollo de
caracteres de la fase de amastigote (Nascimiento, 2003). En L. major se ha encontrado
que LmPTP1 permite la sobrevivencia de los amastigotes in vivo y se postula como un
factor de virulencia del parasito (Nascimiento, 2006). En L. major se ha clonado y
caracterizado una proteina fosfatasa 2C, la cual se ha localizado en el bolsillo flagelar
de promastigotes prociclicos lo que podria indicar que se esta secretando. L. major
también presenta PTPs de membrana que se sobreexpresan en la etapa infectiva de
promastigotes metaciclicos  (Escalona, 2007; Aguirre, 2006). En promastigotes
metaciclicos de L. mexicana se ha reportado que al inhibir las fosfatasas de tirosina del
parasito e infectar macrofagos con estos hay una reduccion de la carga parasitaria,
ademas se ha encontrado que promastigotes metaciclicos de esta misma cepa secretan
una PTP al medio de cultivo (Gémez, 2007; Escalona, 2010).

1.5.- Mecanismos de supervivencia de Leishmania

1.5.1.- Mecanismos de entrada

Se ha reportado que la interaccion de Leishmania spp. con células del sistema inmune
puede llevarse a cabo por la union de: 1) moléculas de LPG de superficie del parasito a
receptores de tipo Toll (TLR) (Becker, 2003), 2) por la union de receptores Fc del
macrofago a anticuerpos que opsonizan al parasito (Mosser, 1993), y 3) por la union de
moléculas de superficie del parasito a receptores de complemento como CR1 y CR3
(Brittingham, 1995; Kane, 2000). El parasito puede activar al macréfago por medio de
diversas rutas de sefializacion de acuerdo al receptor estimulado. La union de LPG a
TLR-2 puede inducir la produccién de citocinas por la via de MyD88 (Becker, 2003;
Gazzinelly, 2006). La activacién del macréfago por el parasito asegura una entrada
rapida al interior de esta célula mediante la fagocitosis, para evitar otros mecanismos de

ataque del sistema inmune como la lisis mediada por complemento (Olivier, 2005). Otra

11



Carlos Ramirez Alvarez

molécula implicada en la internalizacion del parésito es la fosfatidilserina, la cual
también modula la produccion de citocinas como IL-10 y TGF-B (Wanderley, 2006).
Otra forma de internalizacion descrita para L. major es aquella dependiente de caveolina
que involucra la participacion de balsas lipidicas (lipid rafts) (Rodriguez, 2006). En
células dendriticas se han identificado a lectinas de tipo C como posibles receptores
para L. pifanoi y L. infantum, entre estas lectinas se encuentran DC-SIGN y L-SIGN
(Colmenares, 2002). La entrada de los amastigotes a las células dendriticas a través de
estos receptores no induce maduracion de la célula y puede ser considerada una entrada
silenciosa (Bennett, 2001).

1.5.2.- Condiciones de la vacuola parasitéfora

Durante la transicion promastigote-amastigote, los parasitos son sujetos de un cambio
dréstico de condiciones, las cuales incluyen escasez de nutrientes, cambio de pH,
cambio de temperatura, exposicion a especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrogeno (NOS), asi como un ambiente proteolitico extracelular
(Burcharmore, 2001). Muchos de estos eventos disparan un cambio en la regulacion del
genoma responsable del cambio morfolégico y bioguimico entre estos estadios
(Besteiro, 2007). EIl promastigote fagocitado se transforma en amastigote y reside en
fagolisosomas, llamados vacuolas parasitoforas (VP). Este compartimento es muy
acido, hidrolitico y contiene muchas proteasas, sin embargo, el parasito no parece
alterar estas condiciones, por el contrario muchas proteinas de su superficie tienen una
actividad optima a un pH é&cido (Burcharmore, 2001). El citoplasma del parasito se
mantiene sin embargo a un pH cercano a la neutralidad y este proceso de homeostasis
interna parece ser dependiente de ATPasas (Glasser, 1988). Por otro lado, el glicocalix
del parasito puede servir de amortiguador en el ambiente acidico (Kovbasnjuk, 2000).
La especie L. mexicana y otras subespecies del complejo mexicana parecen inducir VPs
grandes y por ello, este aspecto se ha estudiado preferentemente en estas especies. Las
vacuolas hidroliticas participan en procesos de degradacion y reciclaje de componentes
celulares como &cidos ribonucleicos (RNAS) y proteinas caducas. Las VP parecen tener
esta misma composicién (Prina, 2001). Leishmania debe obtener los nutrientes que
necesita para sobrevivir dentro de la vacuola parasitofora. La obtencion de los
nutrientes se lleva a cabo de dos maneras: 1) por el transporte de moléculas pequefias

como aminoacidos, azlcares, nucledtidos y lipidos a través de una serie de
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transportadores del parasito que deben competir con los transportadores propios de la
VP, y 2) por la fagocitosis de proteinas de gran peso molecular como MHCII (complejo
de histocompatibilidad tipo I1) y transferrina como se muestra en la figura C
(Burcharmore, 2001; De Souza, 1995).

Citoplasma
del acuola
Glucosa
Aminoacidos
Nucleésidos
» :?;?:mas Amastigote

Inositol
Biopterin

.—O’, Transportador

membranal

5] Endocitosis mediada por
receptor

Figura C.- Interaccion del amastigote con el hospedero en la vacuola parasitofora.
El parésito ademas de evadir la respuesta del macréfago debe acceder a nutrientes

esenciales en la VP (figura modificada de Burchmore, 2001).

1.5.3.- Modulacién de la célula hospedera por Leishmania

Entre los mecanismos reportados que Leishmania spp. utiliza para sobrevivir dentro del
macrofago se encuentra la inhibicion de la fusion del fagolisosoma con vacuolas y
lisosomas, la inhibicidn del estallido oxidativo y de la produccion de iNOS, la induccién
de citocinas antinflamatorias como I1L-10 y TGF-B, la reduccion de expresion de sefiales
coestimuladoras y la inhibicion parcial de mecanismos de presentacién de antigenos
(Bogdan, 1999).

Se han realizado estudios de expresién gendmica con microarreglos que demuestran
que en macrofagos infectados por Leishmania esta alterada la expresion de alrededor de
37% de genes responsables de la activacion del macréfago (Buates, 2001). Detras de
estos mecanismos se encuentra la modulacién de diversas vias de transduccion de

sefales por el paréasito. Durante la infeccion de L. amazonensis se reducen los niveles de

13



Carlos Ramirez Alvarez

fosforilacion de diversas proteinas y se induce la fosforilacion en otras (Martiny, 1996;
Martiny, 2006). En L. major y L. donovani la defosforilacion extensiva de tirosina se
debe en parte a la activacion de SHP-1 (fosfatasa de tirosina que contiene el dominio
Src homélogo 2) (Forget, 2001).

La via de transduccion de sefiales de las proteinas cinasas activadas por mit6genos
(MAPKS) es importante en respuestas de estrés celular, en apoptosis, sobrevivencia y
diferenciacion, entre otros procesos en células infectadas (Kima, 2007). En macréfagos
obtenidos de médula ésea hay una activacion de las MAPKs ERK1 y ERK2, ademas
esta activacion es necesaria para la produccion de IL-10 (Yang, 2007). En macréfagos
peritoneales infectados con L. amazonensis existe una reduccion en la fosforilacion de
ERK1, mientras que en la infeccion de estas células con L. mexicana esta reduccion se
debe, al menos parcialmente, a la accion de proteasas de cisteina del parasito (Martiny,
1999; Cameron, 2004).

Leishmania inhibe el ensamble del complejo enziméatico de la NADPH oxidasa, en L.
donovani la inhibicion de la produccion de ROS se debe en parte a la defosforilacion de
la subunidad p47 del complejo de la NADPH oxidasa, debido a la inactivacion de PKC,
ya que la activacion de PKC es necesaria para la fosforilacion de p47 (Turco, 1999;
Fontayne, 2002). La expresion de fosfatidilserina en la superficie del parasito parece
inhibir la produccion de NOS a traves de la induccion de TGF-B e IL-10 (Wanderley,
2006). L. mexicana reduce la produccion de IL-12 mediante la degradacion de
subunidades del factor nuclear potenciador de la cadena x de células B (NF-xB) por
peptidasas de cisteina del parasito (Cameron, 2004).

Es probable que algunas moléculas producidas por el amastigote puedan atravesar la
membrana de la vacuola parasitofora y alcanzar el citosol del hospedero, lo que produce
la modulacion de las vias mencionadas. Una molécula que puede realizar este proceso
es el factor de elongacion 1o (EF-1a), la cual se une y activa a la PTP que contiene un
dominio homdlogo a Src 2 (SHP-1) que a su vez defosforila la cinasa JAK2 (cinasa de
Janus 2) (Kima, 2005 y 2007; Nandan, 2005). Sin embargo, el conocimiento de los
mecanismos por el cual el parasito modula a la célula hospedera es hasta el momento

incompleto.
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1.5.4.- Participacion de las proteinas fosfatasas en los mecanismos de infeccion de
Leishmania

En 1980, Olivier y colaboradores demostraron que la inhibicién de las PTP del
macréfago restablece el estallido oxidativo, la produccién de 6xido nitrico y esto
permite la resolucién de la infeccion de macrofagos infectados por promastigotes de L.
donovani, lo que demuestra que PTP estan involucradas en el proceso de infeccién del
pardsito. Como se mencioné anteriormente, Leishmania secreta la proteina EF-la
durante su residencia en fagolisosomas, EF-1a se exporta al citosol y es capaz de
inducir a la PTP SHP-1. La induccion se lleva a cabo por la probable union de EF-1a al
dominio SH2 presente en SHP-1, ademas la expresion exdgena de este factor de
elongacion en macrdéfagos activados es capaz de inhibir la produccién de NOS
estimulada con IFN-y (Devki, 2002). La PTP SHP-1 tiene una funcion relevante en la
via de sefializacion por inmuno receptores basados en dominio de tirosina (ITIMs). Los
dominios ITIMs despues de la unién del ligando a receptores Fc son fosforilados por
proteinas de las familias SRC (cinasas de Sarcoma) y SYK (cinasas de tirosina de bazo),
creando sitios de union para el dominio SH2 de la PTP SHP-1 (Mustelin, 2004), de este
modo las SHP-1 inactivan al macrofago e inhiben la fagocitosis. La PTP SHP-1 también
es capaz de regular negativamente la via de receptores de citocinas JAK/STAT
(cinasas de janus/transductores de sefiales y activadores de transcripcion), la via de
MAPK por inhibicion de ERK1 y 2, ademas de inhibir factores transcripcion NF-kB y
AP-1. (Forget, 2006). En resumen, la induccion de la PTP SHP-1 por Leishmania

provoca la inhibicion de los mecanismos microbicidas del macrofago (Olivier, 2005).
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2.-Justificacion

La leishmaniasis es una enfermedad que se distribuye a lo largo de todas las regiones
tropicales del planeta, incluyendo México. En nuestro pais se considera un problema de
salud publica ya que hay reportados 400 nuevos casos anualmente. EI conocimiento de
los procesos moleculares de la interaccion del parasito con la célula hospedera es
escaso. Se sabe que Leishmania interactua con la célula hospedera a través de moléculas
de superficie y de secrecion. Dentro de las primeras se conocen moléculas como la
proteina gp63 y los fosfolipidos GILP, LPG y PS, las cuales se ha visto que participan
en los mecanismos de infeccion a la célula hospedera por el parasito. En los ultimos
afios ha cobrado relevancia el estudio de las moléculas secretadas por el parésito,
tomando en cuenta que aunque el parasito restringe su localizacion dentro de la VP del
macrofago, los efectos moduladores de Leishmania se presentan en toda la célula, por lo
tanto, las moléculas de secrecion se convierten en las principales candidatas a ejercer
esta modulacion de las vias de sefializacion celular del fagocito, ya que se ha visto que
algunas de éstas atraviesan la membrana de la VP, alcanzan el citoplasma celular y
ejercen efectos inhibitorios de los mecanismos leishmanicidas.

El amastigote es la fase que reside de forma intracelular en las células fagociticas del
hospedero mamifero y por lo tanto, es la fase de mayor importancia clinica, sin
embargo, la mayor parte de los estudios de caracterizacion bioquimica de Leishmania
son reportes realizados en promastigotes, esto en parte se debe a que esta fase del
parasito es mas facil de cultivar (Gupta, 2001; Hernandez, 2007). Las proteinas
fosfatasas de tirosina del macrofago pueden participan en la infeccion por Leishmania
regulando negativamente la activacion del macréfago (Olivier, 1980). En antecedentes
de nuestro laboratorio se ha demostrado que PTPs que pertenecen al parasito pueden
estar involucradas en la infeccion de los macréfagos por promastigotes de L. mexicana
y que promastigotes metaciclicos de esta especie secretan una PTP al medio de cultivo
(Goémez, 2007; Pardavé, 2008). También hemos demostrado que una PP2C se localiza
en el bolsillo flagelar de promastigotes metaciclicos de L. major probablemente para ser
secretada (Escalona, 2007). Por lo anterior, el objetivo de este estudio es evaluar si los

amastigotes de L. mexicana secretan PTP y/6 PSPs al medio de cultivo.
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3.- Objetivos

3.1.- Objetivo general

 ldentificar y caracterizar proteinas fosfatasas secretadas por amastigotes de

Leishmania mexicana.

3.2.- Objetivos particulares

Estandarizar el cultivo axénico de amastigotes de L. mexicana.

» Establecer el tiempo 6ptimo de secrecion de las proteinas fosfatasas de los

amastigotes de L. mexicana.

» Analizar el perfil de proteinas secretadas por los amastigotes de L. mexicana.

» Caracterizar las PTP y PSP secretadas por los amastigotes de L. mexicana

mediante sustratos e inhibidores especificos.

 ldentificar las PTPasas y PSPs secretadas por los amastigotes de L. mexicana

utilizando anticuerpos especificos.
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4.- Métodos

4.1.- Cultivo y aislamiento de los amastigotes de Leishmania mexicana

El cultivo de los amastigotes se obtuvo a partir de ratones infectados con la cepa
MHOM/MX/92/UADY68 de L. mexicana aislada de un paciente con leishmaniasis
localizada. Después de sacrificar el raton, se cortd la pata (la parte inoculada), se dejé en
alcohol al 90%, se hicieron macerados y esto se filtré por tres distintos calibres de aguja
(21G, 23G y 25G). El filtrado se dejo en hielo durante 60 minutos, después se
centrifug6 a 350x g durante 10 minutos para limpiar restos celulares de tejido, se tomé
el sobrenadante, se resuspendi6 en 10 mL de medio, luego se centrifugd a 2000x g y se
separ0 el precipitado. El precipitado se resuspendié en 10 mL de medio Schneider
Drosophilla medium (SDM) mas 20% de suero fetal bovino (FBS), pH 5.4, 2% de L-
glutamina, 2% de antibiotico y se incubd a 32-33°C. Se hicieron pases con una cantidad
inicial de 5 x 10° de parasitos de la fase estacionario en 10 mL de medio. El cultivo de
amastigotes axénicos se realizé en botellas de cultivo de 25 mL, se contaron diariamente
los parasitos en un hemocitometro y se graficO para ver el crecimiento de los

amastigotes.

4.2.- Obtencion de los sobrenadantes de los amastigotes de Leishmania mexicana

Se usaron amastigotes del quinto dia de cultivo y se lavaron dos veces en medio SDM
modificado (SDMM), el medio SDMM no contiene FBS, fosfatos, ni L-tirosina. Se
resuspendieron en aproximadamente 10 ml, luego se separ6 una alicuota de parasitos de
1 ml y se paso por jeringa para disgregar los conglomerados (clusters), se contaron en
camara de Newbauer y se separ6 el volumen que contenia 5x10°%. Esta cantidad de
parasitos se pasdé a 5 ml de medio SDMM vy se incubd durante 15 minutos, 1, 3y 5
horas a 32°C. Después se centrifugé a 2000x g durante 12 minutos para obtener el
sobrenadante. El precipitado de parésitos se utiliz6 para analizar su viabilidad. El
sobrenadante se centrifugd nuevamente a 13500% g y se pasé por un filtro de amicdn de
10 kDa de tamafio de poro (millipore), se concentré aproximadamente 10 veces y se
guardo a -20 °C. Los “sobrenadantes” representan al medio SDMM que contiene las
moléculas secretadas por los amastigotes de L. mexicana. Como control negativo de los

experimentos realizados se utilizé el medio SDMM solo.
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4.3.- Determinacion de la actividad de fosfatasa acida

La medicion de la actividad se llevdo a cabo en placas de 96 pozos, 40 ul de
sobrenadante se incubaron en amortiguador (200 mM de acetato de sodio a pH 5, 10
mM de p-nitrofenilfosfato «Sigma Aldrich») en un volumen final de 100 pl de esta
“mezcla de reaccidn”, durante 1 hora a 32 °C. La reaccion se par6 con la adicion de 20
ul de hidroxido de sodio 2 N y se ley6 en un espectrofotémetro a 405 nm.

4.4.- Prueba de viabilidad de los amastigotes de Leishmania mexicana

Se incubaron 2x10° de parasitos en medio SDMM ajustados a 100 pl, en placas de 92
pozos, se agregd 50 pl del reactivo de XTT comercial (Roche), se incub6 durante 3
horas y por ultimo se ley6 a 550 y 450 nm en un espectrofotdmetro. La actividad de
XTT obtenida en el control de parasitos incubados durante 0 horas de secrecion se
consideré como el cien por ciento de viabilidad.

4.5.- Determinacion de la actividad de PTP y PSP de los sobrenadantes de los
amastigotes de Leishmania mexicana

En los sobrenadantes se analizé la actividad especifica de PTP y PSP, utilizando en cada
caso el kit de “Ser/Thr” o “Tyrosine Phosphatase Assay System” (Promega) que
contiene como sustratos péptidos especificos con un sitio de fosforilacion, (END (pY)
INASL) y (RRA(pT) VA), respectivamente. Este sistema determina la cantidad de
fosfatato libre generado en la reaccion por la accién por la fosfatasa correspondiente. La
actividad se analizé en un amortiguador de acetato a pH 5.0 (descrito en la seccion 4.3),
se realizd una curva patrén utilizando un estandar de fosfatos ImM que se diluyé para
obtener diferentes concentraciones (50, 100, 200, 500 y 1000 pmol). Se incubaron 40 ul
de sobrenadante de amastigotes con 5 uL del sustrato en un volumen total de 100 pl, la
reaccion se paro con la adicion de 50 ul de “Dye/additive”, la absorbancia se registro en

un espectrofotdmetro a 630 nm.

4.6.- Efecto de compuestos quimicos en la actividad de fosfatasa de los
sobrenadantes

El sobrenadante fue analizado con inhibidores de PTP como el ortovanadato (100 puM;
Sigma) y el pervanadato (50 uM; Alexys Biochemycals) e inhibidores de PSP como la
trifluoperazina (100 uM; Sigma) y el acido okadaico (1 uM; Sigma). La reaccion se

Ilevo a cabo en el amortiguador de acetato (descrito en la seccion 4.3), se agreg6 40 pl
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de sobrenadante, esta mezcla se preincubd por 15 minutos a temperatura ambiente antes
de agregar el sustrato p-NPP y después se incubd durante otros 60 minutos a

temperatura ambiente.

4.7.- Andlisis del perfil electroforético de los sobrenadantes y deteccion de PTPasas
y PP2C por ensayo de Western Blot

Las proteinas secretadas al medio SDMM fueron precipitadas con acetona (100ul de
volumen de sobrenadante), posteriomente se analizaron mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% vy se tifieron con un equipo de tincion de plata
(Bio-Rad) o se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron
con anticuerpos monoclonales generados contra el sitio catalitico de una PTPasa 1B de
placenta humana (Oncogen) (1ug/ml) o con anticuerpos policlonales producidos en
nuestro laboratorio, generados contra una proteina recombinante PP2C de L. major en
una dilucion 1/1000, despues de cuatro lavados con TBS-T las membranas se incubaron
con un anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina anti-raton IgG
(Biotechnology, Santa Cruz CA, USA) en una dilucion 1/5000, y un anticuerpo
acoplado a fosfatasa alcalina anti IgG de conejo (Biomeds, Foster City, CA, USA)
dilucion 1/5000 respectivamente, luego se lavo cinco veces en TBS-T. Las proteinas se
revelaron por quimioluminiscencia (Super Signal West Pico Chemiluminescent
substrate, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).

4.8.- Efecto de anticuerpos en la actividad de fosfatasa de los sobrenadantes

Los sobrenadantes se coincubaron con anticuerpos a distintas concentraciones (0, 1y 5
ug/ul). Se utilizaron anticuerpos monoclonales anti PTP1B de placenta humana
(Oncogen) y policlonales anti PP2C (antes descrito), como control del efecto de la
concentracion del anticuerpo anti PTP1B se utilizdé un control del mismo isotipo
(1gG2a), mientras que para PP2C se utiliz6 como control suero preinmune. Para esta
prueba se preincubaron 40 pl de sobrenadante con los anticuerpos antes mencionados,
durante 15 minutos en el amortiguador de acetato pH 5.0 (descrito en la seccién 4.3)

antes de agregar el sustrato de p-NPP.
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5.- Resultados

5.1.- Estandarizacion del cultivo axénico de amastigotes

Como se muestra en la figura 1, los amastigotes cultivados en 5 mL de SDM + 20% de
FBS crecieron de forma exponencial desde el primero hasta el cuarto dia de cultivo, de
forma logaritmica del dia quinto al séptimo, el crecimiento se mantuvo estacionario que
del dia séptimo al noveno y por Gltimo hubo una etapa de decaimiento que inici6 el dia
décimo hasta el final del cultivo. Durante el cultivo se observo la presencia de
conglomerados de parasitos como se report6 para L. mexicana (Bates, 1994 y 1995).
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Figura 1.- Crecimiento de los amastigotes de L. mexicana cultivados en medio
axenico. Los puntos de la curva presentan el promedio de tres ensayos realizados por

separado Y las barras representan la desviacidn estandar.
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5.2.- Secrecidn de fosfatasas por los amastigotes de Leishmania mexicana

Se analiz6 la actividad de fosfatasa en los sobrenadantes de 0.25 (15 minutos), 1, 3y 5
horas de incubacién. Como se muestra en la figura 2, se detectdé que una proteina con
actividad de fosfatasa acida se secreta en los diferentes tiempos analizados. Se observo
una mayor actividad enzimatica a 1 hora de secrecion, mientras que a tiempos
posteriores (3 y 5 horas) hubo una disminucion de la misma. El control de medio
SDMM solo no presento actividad enzimatica.
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Figura 2.- Tiempo éptimo de la actividad de fosfatasa secretada por los
amastigotes de L. mexicana. C(-): control negativo de medio SDMM solo. Las
columnas representan el promedio de dos ensayos realizados por separado y las barras

representan los valores minimos y maximos obtenidos.
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5.3.- Viabilidad de los amastigotes de Leishmania mexicana

Se analizd la viabilidad de los amastigotes utilizados para cada uno de los tiempos de
secrecion (15 minutos, 1, 3y 5 horas). Como se muestra en la figura 3, la viabilidad de
los parésitos incubados en el medio SDMM se mantiene al 100% desde el inicio hasta 1
hora de incubacién, mientras que a 3 y 5 horas de incubacion hay un descenso de la
viabilidad de los mismos y en el control de medio SDMM no se presentd actividad de

XTT enddgena.
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Figura 3.- Viabilidad de los amastigotes a diferentes tiempos de incubacién en
SDMM. C(-): control de medio SDMM solo. Las columnas representan el promedio de

tres ensayos realizados por separado Y las barras representan la desviacion estandar.
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5.4.- Perfil de proteinas secretadas por amastigotes de Leishmania mexicana

Se analizaron los sobrenadantes de cultivo de los amastigotes de L. mexicana a 1 hora
de secrecion en geles de acrilamida por SDS PAGE al 10% tefiidos con plata y como se
muestra en la figura 4, en el carril 3 se observaron una serie de proteinas de distintos
pesos moleculares, en especial un par de proteinas entre los 84 y 90 kDa
aproximadamente, estas proteinas no se presentaron en el medio SDMM solo usado

como control (carril 2).
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Figura 4.- Perfil de proteinas de los sobrenadantes de amastigotes de L. mexicana.
1: pesos moleculares. 2: medio SDMM solo. 3: sobrenadante de Leishmania. La figura

muestra un gel representativo de cuatro ensayos separados.
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5.5.- Especificidad de sustrato de la fosfatasa secretada por los amastigotes de

Leishmania mexicana

Como se muestra en la figura 5, la fosfatasa presente en los sobrenadantes a 1 hora de
secrecion fue capaz de defosforilar en promedio 4 pmol del sustrato de fosfotirosina
(ENDpYINASL) por minuto, mientras que para el sustrato de fosfotreonina
(RRApTVA) hubo una defosforilacion de 1 pmol por minuto.

pmol PO4/min

Tirosina Treonina
Sustratos

Figura 5.- Analisis de la especificidad de sustrato de las fosfatasas secretadas por
los amastigotes utilizando péptidos fosforilados sintéticos de fosfotirosina (END (pY)
INASL) y fosfotreonina (RRA(pT)VA). Las columnas representan el promedio de tres

ensayos realizados por separado y las barras representan la desviacion estandar.
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5.6.- Efecto de los inhibidores de PTP y PSP en la actividad de fosfatasa secretada
por los amastigotes de Leishmania mexicana

Se analiz6 el efecto de inhibidores especificos de PTP como el ortovanadato y el
pervanadato, asi como el efecto de inhibidores de PSP como la triflouperazina y el &cido
okadaico. Como se muestra en la figura 6, los inhibidores de PTP abatieron la actividad
de fosfatasa, el ortovanadato en un 88% y el pervanadato en un 77%. En cuanto a los
inhibidores de PSP, la trifouperazina, de forma inesperada, increment6 en un 18.6% la
actividad de fosfatasa mientras que el acido okadaico produjo una disminucion de 3.4%.
Los efectos producidos por todos los inhibidores probados con respecto a la actividad de
fosfatasa sin inhibidor fueron estadisticamente significativos. El control de medio

SDMM solo no presento actividad catalitica enddgena.
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Figura 6.- Efecto de los inhibidores de PTP y PSP en la actividad de fosfatasa
secretada por L. mexicana. N: sin inhibidor. OV: ortovanadato. PV: pervanadato.
TFP: trifluoperazina. AO: acido okadaico. C(-): control negativo de medio SDMM solo.
Las columnas representan el promedio de tres ensayos realizados por separado y las
barras representan la desviacion estandar. Las diferencias significativas

(4 ¥ ¢ 4, p<0.05) fueron analizadas mediante la prueba de U de Mann-Whitney.
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5.7.- Inmunodeteccién de una PTP secretada por los amastigotes de Leishmania
mexicana

Utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra el sitio catalitico de una PTP de
placenta humana se detectd la presencia de una PTP, como se muestra en el segundo
carril de la figura 7, la PTP secretada tiene un peso aproximado de 50 kDa, en el
control de medio SDMM solo no se observé ningdn reconocimiento de proteinas (carril
3). Enel carril 4 se muestra un lisado de amastigotes donde se pudo apreciar ademas de

otras moléculas el reconocimiento de la proteina de 50 kDa.
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Figura 7.- lIdentificacion de una PTP secretada por amastigotes de L. mexicanaa 1
hora de secrecidn. 1: marcador de peso molecular. 2: sobrenadante de L. mexicana.

3: control negativo de medio SDMM solo. 4: control de amastigotes lisados.
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5.8.- ldentificacién de una PP2C secretada por los amastigotes de Leishmania
mexicana

Utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra una PP2C recombinante de L.
major se detectd la presencia de una PP2C de aproximadamente 45 kDa (carril 2 de la
figura 8), mientras que en el control de medio SDMM solo no se observaron bandas
(carril 3). En el control de amastigotes lisados se pudo observar que el anticuerpo anti

PP2C reconoci6 ademas de la proteina de 42 kDa otras proteinas PP2C citosoblicas.
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Figura 8.- Identificacion de una PP2C secretada por amastigotes de L.mexicana.
1: Marcador de peso molecular. 2: sobrenadante a 1 hora de secrecion. 3: control

negativo de medio SDMM solo. 4: control de amastigotes lisados.
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5.9.- Inhibicion de la actividad de fosfatasa secretada por los amastigotes de
Leishmania mexicana utilizando anticuerpos anti PTP1B y anti PP2C

Como se muestra en la figura 9, se observd que al coincubar los sobrenadantes de los
amastigotes de L. mexicana con diferentes concentraciones (1 y 5 pg/ul) de anticuerpos
especificos contra la PTP1B se inhibi6 la actividad de fosfatasa de forma dosis
dependiente, sin embargo, la coincubacion de los sobrenadantes con el anticuerpo anti
PP2C no presentd el mismo efecto. Como se puede observar el control de isotipo del
anticuerpo anti PTP1B no tuvo ningun efecto en la actividad enzimatica.
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Figura 9.- Inhibicion de la actividad de fosfatasa secretada por amastigotes de
L. mexicana utilizando anticuerpos especificos. Se muestra el porcentaje de actividad
de fosfatasa de los sobrenadantes preincubados con anticuerpos: monoclonales dirigidos
contra el sitio catalitico de una PTP1B (circulos); un control del mismo isotipo del

anticuerpo anti PTP1B (cuadro) y policlonales anti PP2C (triangulos).
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6.- Discusion

Se sabe que Leishmania en la fase de promastigote metaciclico secreta una gran
cantidad de proteinas al medio de cultivo y que éstas tienen un efecto inmunomodulador
en la célula hospedera (Silverman, 2008; Hassani, 2011). Sin embargo, se sabe poco
acerca de las proteinas secretadas durante el estadio de amastigotes, la fase de mayor
relevancia clinica. Los amastigotes de Leishmania secretan LPG al medio y durante su
estancia en la célula hospedera (Bahr, 1998; Ilg, 1999), este fosfoglicolipido se ha visto
involucrado en diversos mecanismos de evasion de la respuesta leishmanicida del
macréfago, sin embargo, LPG no es necesario para la infeccién ya que mutantes que no
poseen ésta molécula contindan siendo infectivos (llg, 2000). Los amastigotes de L.
donovani secretan SAPs al medio de cultivo, éstas fosfatasas podrian participar en la
virulencia del parasito ya que en la fase promastigote, proteinas de este tipo inhiben el
estallido oxidativo (Remaley, 2005). Los amastigotes de L. mexicana secretan aPPG a la
vacuola parasitéfora y al tejido infectado, los amastigotes obtenidos de cultivo axénico
no secretan esta molécula al medio de cultivo, lo que indica que la secrecion de aPPG
requiere de factores externos de las células hospederas, esta proteina participa en la
infeccion del amastigote induciendo vacuolizacion y activando la via de complemento
lejos de la superficie del parésito. Aparte de aPPG, no se conocen mas proteinas
secretadas por L. mexicana en la fase de amastigotes.

Se sabe que Leishmania inhibe diversas vias de sefializacion, asi como la expresion de
una gran cantidad de genes en la célula hospedera (Olivier, 2005; Buates, 2001), esto se
debe en parte a la activacion de fosfatasas del hospedero, como la SHP-1, PP2A y
posiblemente PP1 (Bhardwaj, 2010). La activacion de la PTP SHP-1 mediante la union
de EF-la secretada por Leishmania fue descrita como el principal mecanismo de
evasion del parasito, ya que SHP-1 inhibe entre otras vias, la via de JAK/STAT, lo que
ocasiona la inhibicién de la produccién de NO, el principal mecanismo leishmanicida
(Nandan, 2005). Leishmania también induce la expresién de PP2A y PP1 por medio de
un proceso dependiente de ceramidas y esto provoca la inhibicion de la via de ERK y
PKC (Dey, 2007). Ademas de la induccion de fosfatasas del hospedero, Leishmania
cuenta con fosfatasas propias que pueden participar en el proceso de infeccion. En
nuestro laboratorio se reportd que L. major presenta una PTP de superficie y que ésta
aumenta su expresion en la fase metaciclica, lo que indica probablemente una funcién

durante la transmision al mamifero. Por otra parte, también reportamos que L. mexicana
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en la fase de promastigote metaciclico secreta una PTP al medio de cultivo. Ademas se
clono y purificé una PP2C, la cual se localiz6 en el bolsillo flagelar de promastigotes
metaciclicos lo que puede indicar que se est& secretando, en apoyo a esto se reportd la
presencia de PP2C en el secretoma de L. donovani (Silverman, 2005). Debido a lo
anterior, el objetivo de la presente tesis fue analizar si los amastigotes de L. mexicana
secretan fosfatas al medio de cultivo.

El cultivo de los amastigotes de L. mexicana fue fluctuante y dificil de reproducir, la
cinética de crecimiento vari6 de un aislado a otro, asi como las caracteristicas del
cultivo como la formacion de agregados, que no se observd en los primeros pases pero
si en pases subsecuentes. Estos agregados se hallan ampliamente reportados en la
literatura como caracteristica propia de los cultivos de L. mexicana (Bates, 1994 vy
1998), de modo que se requiere una revision mas constante y meticulosa a travées de
varios pases del parasito por ratdn para contar con curvas de crecimiento confiables. En
la presente tesis se probo la estandarizacion del cultivo de amastigotes derivados de
promastigotes metaciclicos, se observo que estos revertian a promastigotes después de
varios pases, por lo que al final se decidié utilizar amastigotes aislados de ratones
infectados. A pesar de esto, el objetivo de esta tesis se cumplid, ya que se obsevo que
los amastigotes secretaron proteinas y fosfatasas al medio de cultivo. El perfil de
proteinas secretadas fue similar y altamente reproducible en todos los tiempos, esto
demuestra que la composicion proteica de las secreciones del parasito no varia mucho
en el tiempo, sino que s6lo varia la cantidad y concentracion de las proteinas secretadas.
La posibilidad de identificar estas proteinas es una perspectiva que debe ser analizada
en trabajos futuros, el uso de amastigotes axenicos en lugar de amastigotes obtenidos de
ratones infectados facilita esta tarea, ya que permite obtener un nimero de parasitos
suficientes para los experimentos y libres de componentes celulares del tejido infectado
(Herndndez, 2007). Sin embargo, encontramos como principal limitante de Ila
caracterizacion de las proteinas encontradas que la cantidad de proteina fue muy baja.
Los amastigotes de L. mexicana secretaron al medio de cultivo axénico proteinas con
actividad de fosfatasa acida, ademas se observé que el tiempo 6ptimo de secrecion de
esta actividad fue de 1 hora y que en este tiempo los amastigotes seguian teniendo el
100% de viabilidad. En promastigotes metaciclicos de L. mexicana se ha reportado que
el tiempo Optimo de secrecidn de actividad de fosfatasa es de 7 horas (Escalona, 2010).
Esto indica diferencias en el tiempo de secrecion de fosfatasas entre la fase de

promastigote metaciclico y la fase de amastigote, y posiblemente diferencias en la
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funcién que estas fosfatasas pueden tener en la sobrevida del parasito ya que ambas
fases se enfrentan a condiciones diferentes. Por otra parte la reduccion de la actividad de
los sobrenadantes a tiempos posteriores puede deberse a la disminucion de la viabilidad
de los amastigotes observada mediante el XTT.

Las fosfatasas secretadas al sobrenadante defosforilaron de forma especifica péptidos de
fosfotirosina, y en menor grado péptidos de fosfotreonina. En sobrenadantes de
promastigotes metaciclicos de L. mexicana se ha reportado la presencia de una PTP, la
cual presenta mayor defosforilacion de sustrato por minuto (Escalona, 2010) en
comparacion con la observada en la presente tesis, lo cual puede significar una mayor
secrecion en la fase de promastigotes, que reflejaria nuevamente diferencias en la
funcién en el estadio del amastigote. Los inhibidores de PTP fueron capaces de abatir la
actividad enzimatica de los sobrenadantes, mientras que los inhibidores de PSP
produjeron un incremento (triflouperazina) y una pequefa inhibicion (&cido okadaico)
de la actividad de fosfatasa, todos lo efectos observados en las pruebas con inhibidores
fueron estadisticamente significativos respecto a la actividad de los sobrenadantes sin
inhibidor, lo cual muestra, otra vez, la presencia de una PTP y probablemente una PSP
secretadas al medio de cultivo. Por otra parte se detectdé mediante anticuerpos
especificos anti PTP1B la presencia de una proteina que comparte el epitopo del sitio
catalitico de una PTP de placenta humana en el sobrenandante. Para corroborar la
presencia una PTP se prob6 bloquear la actividad de fosfatasa mediante anticuerpos
especificos que se unen al sitio catalico de las PTP, dicho bloqueo fue observado, lo que
demuestra que los amastigotes de L. mexicana secretan una PTP al sobrenadante. En
promastigotes metaciclicos de L. mexicana se ha identificado la presencia de una PTP
secretada al sobrenadante de aproximadamente el mismo peso molecular de la PTP
detectada en esta tesis y ambas tienen un patron de inhibicion similar (Escalona, 2010),
por lo que se debe analizar en el futuro si se trata de la misma o las mismas PTP.
También se detecto la presencia de una proteina que contiene epitopos de la PP2C. La
PP2C es una PSP no sensible a inhibidores convencionales como el acido okadaico y la
flouroperazina, aunque requiere de cationes divalentes de magnesio y un pH 6ptimo
para su actividad 6ptima, tomando esto en cuenta se evalué la actividad de los
sobrenadantes en estas condiciones, sin embargo, no se pudo detectar aumento de
actividad enzimatica, lo que indica la ausencia de actividad enzimatica debida a esta
fosfatasa 0 que esta proteinas necesita de algun otro factor. Esta contradiccion debera

ser examinada en el futuro para encontrar las condiciones Optimas de actividad
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enzimatica de la PP2C detectada por Western Blot y si la actividad especifica de
fosfotreonina se debe a ésta u otra PSP. Una posible explicacion podria ser la presencia
de la proteina PP2C inactiva secretada por L. mexicana con una funcion de interaccion
proteica, en lugar de una funcion catalitica. Se ha reportado la secrecion de una PP2C
por promastigotes metaciclicos de L. donovani, mientras que en L. major se ha
identificado ésta misma en el bolsillo flagelar lo cual apoya la idea de que esta proteina
se estd secretando (Silverman, 2008; Escalona 2007).

La participacion de fosfatasas de parasitos involucradas en la infeccion a sus hospederos
ha sido abordada en muchos estudios (Anaya-Ruiz, 2003; Bliska, 2009; Beresford,
2009; Hanaoka, 2008; Gilbert, 2007; Nascimiento, 2008: Remaley, 1984; Chen, 1997;
Nozawa, 1998; Fu, 1996; entre otros). En la infeccion de Leishmania se conoce una
amplia defosforilacion de proteinas del fagocito, esto se debe en parte a la activacion
por el parasito de fosfatasas de la célula hospedera como SHP1, PP1 y PP2A (Devki
2002; Mathias, 1998). Sin embargo Leishmania cuenta con fosfatasas propias que
podrian participar en la infeccion a las células hospederas, por lo anterior, la presencia
de una PTP y de PSP secretada en la fase de amastigote, el estadio que reside de forma
intracelular y que por lo tanto tiene mayor relevancia clinica, es de gran importancia en
el estudio de los mecanismos de infeccion del parasito, por la posible participacion que
estas enzimas pueden tener en la modulacion de los mecanismos leishmanicidas de la

célula hospedera.

7.- Conclusion

- Los amastigotes de Leishmania mexicana secretan una PTP y una PP2C al

medio de cultivo.
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