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Resumen 

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por diferentes especies de 

protozoarios intracelulares obligados del género Leishmania spp. Este parásito 



 

infecta a las células del sistema fagocítico-mononuclear como son los macrófagos 

y células dendríticas. En México el principal agente causal de Leishmaniasis 

cutánea es L. mexicana, la cual provoca leishmaniasis cutánea localizada (LCL) y 

leishmaniasis cutánea difusa (LCD).  

Se han descrito varias moléculas que se encuentran en el parásito que ayudan a 

la invasión de las células del sistema fagocitico-mononuclear, y en la evasión de la 

respuesta promovida en las células inmunes; por lo que son cruciales para el 

desarrollo de la infección. Dentro de estas moléculas se ha encontrado que el 

parásito expresa proteínas fosfatasas, por ejemplo en L. major se encontró una 

proteína fosfatasa PP2C que se encuentra expresada en el flagelo y bolsa flagelar 

del promastigote. 

En este trabajo se sobreexpreso, purifico y caracterizo una proteína fosfatasa 

PP2C recombinante de L. mexicana. Se encontraron las condiciones de 

sobreexpresión de la PP2C en la cepa bacteriana Codon Plus de E. coli con una 

inducción con IPTG e incubaciones de toda la noche a 20°C. Ésta enzima 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. mexicana tiene un PM de 45 kDa y se presentó a partir del eluido 18 al 

37. 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 8.0 y presentó mayor afinidad por el 

sustrato treonina con respecto a tirosina y se inhibió en presencia de sanguinarina 

y no con ácido okadáico. 

 

Mediante un Western blot se demostró que la PP2C se expresa en promastigotes 

de L. mexicana y no así en amastigotes; de igual forma se observó que esta 

enzima es expresada por promastigotes de diferentes cepas y especies de 

parásitos del género Leishmania. 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. mexicana es similar a la PP2C de 

mamíferos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

I. INTRODUCCIÓN 

1.1. Proteínas fosfatasas 

El proceso de fosforilación y desfosforilación de proteínas reguladoras es un 

mecanismo importante de modulación de las vías de señalización; este 

mecanismo se realiza por medio de las proteínas fosfatasas, las cuales catalizan 

la hidrólisis de un enlace éster fosfórico. Las fosfatasas han sido clasificadas en 

base a su especificidad de substrato en proteínas fosfatasas de tirosina (PTP) y 

proteínas fosfatasas de serina/treonina (PS/TP), existiendo también fosfatasas de 

especificidad dual (González, 2000). 

 

Figura 1. Mecanismo de regulación de la fosforilación y desfosforilación entre proteínas cinasas y proteínas 

fosfatasas (http://www.solociencia.com/quimica/proteinas-fosfatasas-origen-vegetal-proteinas-

fosfatasas.htm) 

1.1.1. Proteínas fosfatasas de tirosina (PTP) 

Las PTP, desfosforilan proteínas con residuos en tirosina y participan en diversos 

procesos celulares como son: la regulación de la proliferación, diferenciación, 

migración y transcripción de genes. Estas enzimas consisten en más de 500 

proteínas estructuralmente diversas que tienen en común el dominio catalítico de 

PTP de 250 aminoácidos muy conservado, pero que presentan una variación 



 

considerable en sus segmentos no catalíticos. (Gonzalez, 2000). Las PTPs se 

pueden agrupar basándose en la secuencia de aminoácidos de sus dominios 

catalíticos en cuatro familias independientes, tal y como se muestra en la figura 2; 

cada uno con un rango de especificidades de sustrato. La familia más amplia es la 

de Clase I que incluye las PTPs clásicas y las de especificidad dual (DSPs). Las 

PTPs de Clase II basadas en cisteína son las PTPasas de bajo peso molecular 

(LMW). Las PTPs de Clase III basadas en cisteína, tienen especificidad tanto para 

tirosina como para treonina. Por último la cuarta familia de las  PTPs utilizan un 

mecanismo catalítico diferente con un ácido aspártico clave y desfosforilan tanto 

tirosina como serina (Alonso, 2004). 

 

Figura 2. Clasificación de PTPs. 

Se han identificado, hasta la fecha, más de 100 proteínas con actividad de tirosina 

fosfatasa, y la secuenciación del genoma humano predice la existencia de más de 

500 PTPs (Brion, 2010). 

  



 

1.1.2. Inhibidores específicos de PTPs 

Un inhibidor de amplio espectro de las PTPs es el ortovanadato de sodio, el cual 

cuenta con una estructura análoga al grupo fosfato, por lo cual se une al sitio 

catalítico de la enzima y esta pierde su actividad catalítica (Huyer, 1997). Otro de 

los inhibidores clásicos de PTP que actúa como inhibidor competitivo es el 

pervanadato de sodio (Huyer, 1997); mientras que el molibdato de amonio inhibe a 

este tipo de fosfatasas en forma no competitiva, al igual que el tungstato de sodio. 

1.1.3. Proteínas fosfatasas de serina treonina (PS/TP) 

Las PS/TP son un grupo de enzimas que remueven grupos fosfato de proteínas 

con residuos en serina o treonina. Este grupo de enzimas en su mayoría funcionan 

en complejos hetero-oligoméricos con gran diversidad de subunidades 

regulatorias. Esta característica le otorga a estas enzimas especificidad de 

sustrato y de localización subcelular. 

En las fosfatasas de serina/treonina, el análisis bioquímico ha permitido agruparlas 

en: proteínas fosfatasas de tipo 1 (PP1), 2A (PP2A), 2B (PP2B, también conocida 

como calcineurina) y 2C (PP2C). Los tipos PP1, PP2A y PP2B poseen alta 

homología en sus dominios catalíticos, pero diferente especificidad de substrato e 

interacción con moléculas reguladoras. La fosfatasa de tipo PP2C no posee 

relación con las anteriores.  

Las fosfatasas PP1 están codificadas por 3 genes altamente relacionados en los 

seres humanos (PP1α, PP1β / δ y PP1γ), estas fosfatasas cuentan con diversas 

localizaciones subcelulares pero de forma importante en el núcleo; se encuentra 

presente durante todo el ciclo celular teniendo una importante función en la 

condensación de la cromatina dentro de la célula (Moorhead, 2007). También 

controlan funciones tales como el metabolismo del glucógeno (Brady, 2001), la 

progresión del ciclo celular (Berndt,1999) y diversas actividades neuronales 

(Morfini, 2004), entre otras. Además, PP1 cataliza la desfosforilación de muchas 

proteínas fosforiladas por PKA (Bridges, 2006).  



 

Las proteínas PP2A están formadas por al menos 15 subunidades regulatorias y 

está involucrada en procesos tales como el ciclo celular (Trinkle, 2006), la 

condensación de la cromatina y el control de la actividad de telomerasa (Chen, 

2004), entre otros. Los mamíferos tienen dos genes que codifican para PP2A 

(PPP2Cα y PPP2Cβ), estas fosfatasas se encuentran mayormente en el núcleo de 

la célula (Moorhead, 2007). 

La fosfatasa PP2B se caracteriza por su dependencia de Ca2+ y juega un rol 

crucial en la señalización a través de Ca2+ en células T activadas (Jain, 1993). Es 

también llamada calcineurina debido a su dependencia de calcio para su actividad 

enzimática, esta fosfatasa es un dímero que consta de una subunidad catalítica A 

y una subunidad independiente B; así mismo se ha visto que tienen un papel 

importante en la activación y función transcripcional de proteínas que participan en 

la respuesta inmune (Moorhead, 2007). 

Las PP2C poseen un requerimiento absoluto de cationes como Mg2+ o Mn2+ para 

tener actividad enzimática y junto con las isoformas PP1, PP2A, PP2B  son las 

responsables de la mayoría de la actividad de fosfatasa de serina/treonina en 

reacciones in vivo (Brion, 2010). 

1.1.4. Proteinas fosfatasas PP2C 

Las proteínas fosfatasas PP2C representan una gran familia de proteínas 

altamente conservadas, con 18 distintos genes en el genoma humano que dan 

lugar a por lo menos 22 diferentes isoformas. A diferencia de la familia de 

proteínas fosfatasas de serina/treonina PPP, las PP2C son insensibles a la 

inhibición por ácido okadáico que es un inhibidor específico de PS/TP (Rodríguez, 

1998), pero inhibidas de forma específica por la sanguínarina (Aburai, 2010). 

Las PP2C son un grupo de proteínas monoméricas que oscilan entre los 40 y 50 

kDa. La PP2C de humano es la más estudiada y es una proteína de 42 kDa que 

cuenta con una secuencia altamente conservada, esta PP2C muestra una amplia 

especificidad de sustrato y es dependiente de cationes divalentes principalmente 

Mg2+ y Mn2+ para su actividad enzimática. 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 plegadas y un dominio carboxilo terminal (90 

residuos de aminoácidos) con tres alfa hélices; en el sitio catalítico se encuentran 

cuatro ácidos aspárticos que son de suma importancia para su actividad 

enzimática. Esta arquitectura proteica se puede observar en la figura 3, y es 

común para todos los miembros de la familia PP2C (Das, 1996). 

 

Figura 3. Estructura cristalina de la PP2C humana. Las hélices son de color rojo y las cadenas beta-plegadas 

son de color azul, los dos iones de sitio activo Mn
2+

 se muestran como esferas púrpura. 

La función principal de la proteína fosfatasa PP2C es la señalización para la 

regulación del estrés celular, y juega un papel de suma importancia en la 

diferenciación, crecimiento, estrés y la apoptosis de la célula en el humano. Las 

diferentes isoformas de la PP2C, muestran distintas funciones, patrones de 

expresión y localización subcelular (Moorhead, 2007).  

1.1.5. Inhibidores específicos de PS/TP 

El ácido okadaico es un inhibidor muy potente de las proteínas fosfatasas, 

especialmente de la proteína fosfatasa 1 y de la proteína fosfatasa 2A, aunque no 

de la proteína fosfatasa 2B. De igual forma la caliculina es un inhibidor de PS/TP, 

principalmente PP1, este compuesto no inhibe PTP y es más efectivo que el ácido 

okadaico (González, 2000). 

 



 

1.1.6. Inhibidor específico de la proteína fosfatasa PP2C (Sanguinarina) 

La sanguinarina (13-metil [1,3] benzodioxolo [5,6-c]-1,3-dioxolo [4,5] fenantridinio) 

es un alcaloide derivado principalmente de la raíz de Sanguinarina canadensis y 

otras especies de Fumaria. Es un alcaloide benzofenantridina y es un homólogo 

estructural de la queleritrina. Se ha demostrado que posee propiedades 

antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias y anti-tumorales (Chaturvedi, 

1997). 

 

Figura 4. Estructura química de la sanguinarina (Adhami, 2004) 

En estudios recientes han demostrado que este compuesto a concentraciones 

micromolares inhibe el crecimiento de células de carcinoma A431; por medio de la 

inducción de la apoptosis. En otro estudio, se demostró que la sanguinarina 

provoca una muerte de tipo apoptótica en la línea inmortal de queratinocitos 

humanos HaCaT a través de modulaciones en la vía mitocondrial y la familia de 

proteínas Bcl – 2 (Adhami, 2003). Además se ha demostrado que es un inhibidor 

competitivo de proteínas fosfatasas PP2C (Aburai, 2010). 

1.1.7. Proteínas fosfatasas PP2C en plantas 

En Arabidopsis thaliana se ha visto que existen 5 genes que codifican para PP2C 

y que cuentan con un sitio catalítico homólogo a la PP2C de mamífero. De igual 

forma se ha descrito una PP2C en Medicago sativa (alfalfa) la cual tiene una 

secuencia similar a la PP2C de humano llamada MP2C (Rodríguez, 1998). 

 



 

1.1.8. Proteínas fosfatasas PP2C en hongos y levaduras 

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se encuentran varios genes que 

codifican para proteínas fosfatasas PP2C; existen más de 5 isoformas de esta 

proteína denominadas PTC1 a 5 y todas comparten un dominio catalítico de PP2C 

muy conservado. Varias de estas isoformas fueron asociadas con la vía de 

señalización para la regulación negativa de la osmolaridad de glicerol, inducible 

después de estrés osmótico, mediante la desfosforilación e inactivación de la 

MAPK Hog1 que es la proteína encargada de cerrar el canal de glicerol de la 

célula (Ariño, 2011). 

En Schizosaccharomyces pombe se aisló un gen que codifica una proteína de 40 

kDa que comparte 35% de identidad con la PTC1 de S. cerevisiae. De igual forma 

se mostró que tiene una actividad de fosfatasa dependiente de Mg2+, el gen para 

esta proteína fue nombrado Ptc1. Posteriormente se dieron a conocer otros dos 

genes que codifican para PP2C; Ptc2 y Ptc3, las proteínas resultantes de estos 

junto con la de PTC1 tienen el 90% de actividad de PP2C en la célula de S. 

pombe (Wu, 2009).  

En Candida albicans se encontraron seis secuencias denominadas CaPTC1, 

CaPTC2/3, CaPTC4, CaPTC5, CaPTC6 y CaPTC7, recientemente se añadió a la 

lista el CaPTC8. La primera PP2C caracterizada fue la CaPTC7 demostrándose 

que tiene características bioquímicas clásicas de las proteínas fosfatasas PP2C 

como la dependencia de iones Mg2+ y Mn2+ in vitro, que su actividad es inhibida 

por fluoruro de sodio (NaF) y es insensible a la inhibición por ácido okadáico. La 

región N-terminal de la proteína contiene un dominio transmembrana y una señal 

de potencial mitocondrial que justifica su presencia en este organelo (Ariño, 2011).  

Así mismo se han encontrado homólogos de CaPtc7 en S. cerevisiae y S. pombe. 

Se cree que esta proteína tiene importancia en la regulación de la morfogénesis 

de este organismo, sin embargo si el CaPtc7 no se expresa no se ve afectado el 

desarrollo vegetativo filamentoso en C. albicans (Jiang, 2001). 



 

El gen CaPtc1 codifica para una proteína fosfatasa que comparte 52 % de 

identidad con la PTC1 de S. cerevisiae, se ha observado que poblaciones 

mutantes nulos a esta proteína muestran mayor sensibilidad a antifúngicos 

derivados de equinocandina, caspofungina y micafungina. De igual forma al 

suprimir el gen para la CaPTC1 se reduce significativamente la virulencia de este 

patógeno oportunista (Jiang, 2001). 

El gen CaPtc4 da como producto una proteína fosfatasa PP2C típica con su 

dominio catalítico conservado que tiene actividad hacia péptidos sintéticos 

fosforilados en residuos de treonina; y mediante una fluorescencia se demostró 

que esta proteína está presente en la mitocondria. Así mismo el mutante 

homocigoto CaPtc4 muestra mayor sensibilidad a medicamentos como fluconazol 

y ketoconazol (Jiang, 2001). 

Por otro lado en Fusarium graminearum se identificó una secuencia homóloga al 

Ptc1 de S.cerevisiae gen llamado FgPtc1 y la proteína muestra actividad de 

proteína fosfatasa PP2C frente a un fosfopéptido sintético. La supresión de 

FgPTC1 atenúa la virulencia de F. graminearum en el trigo. Mientras que en 

Aspergillus nidulans se encontraron 28 genes con identidad para el sitio catalítico 

de PP2C, y se demostró que todas las mutantes resultantes son viables (Jiang, 

2010). 

1.1.9. Proteínas fosfatasas PP2C en bacterias 

Se ha demostrado que Bacillus subtilis 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, que es un fago 

específico de B. subtilis (Obuchowski, 2000). 

En Salmonella entérica serovar typhi se han encontrado polipéptidos que codifican 

con homología  para proteínas fosfatasas PP2C (Sio, 2005). De igual modo en los 

genomas de Streptomyces coelicolor y Streptomyces avermitilis se encontró que 

contienen 49 y 48 genes respectivamente que codifican para proteínas fosfatasas 



 

PP2C y Synechocystis contiene 8 genes que codifican para proteínas fosfatasas 

PP2C. 

En Mycobacterium tuberculosis la proteína fosfatasa PP2C denominada PSTP 

juega un papel en la regulación de la división celular debido a que desfosforila 

serina treonina cinasas PKnA y PKnB (Chopra, 2003). De igual forma se ha 

observado que la estructura de la PSTP tiene un pliegue conservado y 

estructuralmente invariante en el centro donde se unen los iones Mn2+ el cual 

forma el núcleo de las enzimas PP2C (Pullen, 2004). 

1.1.10. Proteínas fosfatasas PP2C en parásitos 

Se ha observado que existen al menos 10 fosfatasas de serina/ treonina de la 

familia de las PPM que se han detectado en Plasmodium falciparum y 

Cryptococcus parvum, cuatro en Babesia bovis y Theileria parva y dos en 

Toxoplasma gondii. En parásitos como Entamoeba histolytica y Trichomona. 

vaginalis existen 33 y 19 PPM respectivamente (Mikhail, 2008).  

En P. falciparum se ha encontrado una PP2C que tiene como sustrato el factor de 

elongación y transducción 1 (PfEF1) y esto a su vez tiene acción en la 

transcripción y traducción de señales dentro de la célula hospedera (Mamoun, 

2001).  

Mientras que en T. gondii se sabe que hay una proteína fosfatasa PP2C que es 

secretada por las roptrias del parásito y que va dirigida al núcleo de la célula 

hospedera, además la inhibición de la síntesis de esta fosfatasa afecta el 

crecimiento del parásito por lo que no tiene la misma capacidad infectiva. Esta 

proteína fosfatasa PP2C juega un papel importante en el control de actina del 

parásito  (Gilbert, 2007). 

 

 

 



 

Tabla 1. Serina/treonina fosfatasas PPP y PPM en parásitos y el hombre (modificado de 

Mikhail, 2008) 

 PPP 

total 

PP1 PP2A 

PP4,6 

PP2B PP5 PP7 PPM 

total 

H. sapiens 13 3 4 3 1 2 16 

        

P.falciparum 11 1 3 1 1 1 10 

T. parva 7 1 2 - 1 1 4 

B. bovis 7 1 2 - 1 1 4 

T. gondii 2 1 - 1 - - 2 

C.parvum 8 1 2 1 1 - 10 

T. brucei 41 8 3 2 1 2 13 

T. cruzi 42 7 4 2 1 2 14 

E. histolytica 81 - - - - - 33 

G. lamblia 15 1 2 - 1 - 6 

T. vaginalis 169 - - - - - 19 

E. cuniculi 5 1 1 - - 1 - 

L.major 30 8 2 2 1 1 15 

 

En Leishmania chagasi  se exhibe una PP2C dependiente de Mg2+ para su 

actividad de fosfatasa y no es inhibida por ácido okadáico, el cual es un inhibidor 

específico de proteínas fosfatasas de serina/treonina (Burns, 1993). Esta PP2C de 

L. chagasi se expresa en promastigotes y amastigotes; además esta proteína 

estimuló una respuesta de células T de pacientes infectados con L. amazonensis, 

L. braziliensis y L. chagasi (Burns, 1993). 

En el promastigote de Leishmania major hay una proteína fosfatasa PP2C que se 

expresa principalmente en el bolsillo flagelar y flagelo de este parásito (Escalona, 

2007).   

 



 

1.2 Leishmania spp. 

La Leishmania es un parásito intracelular obligado que infecta las células del 

sistema fagocítico-mononuclear como son los monocitos, macrófagos y células 

dendríticas. Este parásito presenta dos fases morfológicas y sus características 

son las siguientes: 

Los amastigotes son parásitos ovalados o redondeados que miden de 2 a 5 µm de 

longitud, poseen un vestigio de flagelo contenido en la bolsa flagelar y se localizan 

dentro de los macrófagos de los hospederos vertebrados. Los amastigotes, tienen 

un citoplasma y un núcleo grande con cariosoma central y a un lado se encuentra 

una estructura en forma de barra que se denomina cinetoplasto, como se observa 

en la ultraestructura mostrada en la figura 5. 

 

Figura 5. Ultraestructura electrónica de un amastigote de Leishmania spp. (Foto tomada en el laboratorio de 

bioquímica del CINVESTAV) 

Los promastigotes se encuentran en el hospedero invertebrado y es la forma que 

inocula al vertebrado. Son parásitos alargados que miden entre 10 y 15 µm de 

longitud. Se observa que tienen un núcleo en la parte media del cuerpo. Cerca del 

extremo anterior de este parásito está el cinetoplasto, que puede ser terminal o 

subterminal, y de donde sale un flagelo que le confiere movimiento. Este flagelo es 

casi de igual tamaño que el cuerpo como se observa en la figura 6. El 

promastigote metaciclico es la forma infectiva. 



 

 

Figura 6.  Ultraestructura electrónica de un promastigote de Leishmania spp. (Foto tomada en el laboratorio 

de bioquímica del CINVESTAV) 

 

1.2.1. Moléculas relacionadas con la virulencia de Leishmania spp.  

Se han descrito varias moléculas que principalmente se encuentran en la 

superficie del parásito. En los promastigotes se han descrito glicoproteínas de 

superficie en las que la manosa es el componente más abundante, dentro de 

estas moléculas se encuentra: 

• Glicofosfatidil inositol 

• Glicosil fosfolípidos 

• Lipofosfoglicano (LPG) 

• Fosfoglicanos 

• Proteofosfoglicanos 

• Glicoproteína GP63 

Todas estas moléculas por su ubicación en el parásito ayudan a la invasión de las 

células del sistema fagocitico-mononuclear, y en la evasión de la respuesta 

promovida en las células inmunes; por lo que son cruciales para el desarrollo de la 

infección (Rodriguez, 2003). 

Las moléculas ubicadas en la superficie del parásito y denominadas determinantes 

invasivos/evasivos, son cruciales para la infección pero no producen patología en 

el huésped. Las más extensivamente estudiadas relacionadas con la virulencia en 



 

Leishmania spp han sido la GP63 y LPG. La GP63 ayuda a los promastigotes 

contra la lisis por complemento, también ayuda junto con la LPG al enlazamiento 

de los parásitos al macrófago y su entrada a la célula. Ambas proteínas pueden 

ser importantes para la sobrevivencia del parásito dentro del fagolisosoma 

(Rodriguez, 2003). 

1.2.3. Leishmaniasis  

La leishmaniasis es una enfermedad endémica en 88 países de los cinco 

continentes (como se muestra en la tabla 2), dentro de los cuales se encuentra 

México (Jheman, 2008). Para el caso particular de la República Mexicana, la 

leishmaniasis cutánea (LC) es endémica en Campeche, Chiapas, Coahuila, 

Jalisco, Michoacán, Nayarit, Nuevo León, Oaxaca, Tamaulipas, Quintana Roo, 

Tabasco, Veracruz, Yucatán y recientemente Sinaloa. (Salazar-Mejía, 2010). 

Tabla 2. Correlación de las especies de Leishmania más frecuentes con su distribución 

geográfica y tropismo. 

 

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por diferentes especies de 

protozoarios intracelulares obligados del género Leishmania. En México es 

transmitida cuando una hembra hematófaga de dípteros del género Lutzomyia, en 

el nuevo continente, pica a un hospedero mamífero, e infecta por medio de la 

saliva con promastigotes metacíclicos. Esta enfermedad es clasificada en tres 

formas clínicas principales: la cutánea, la mucocutánea y la visceral. 



 

En México el principal agente causal de leishmaniasis es Leishmania mexicana, la 

cual provoca leishmaniasis cutánea localizada (LCL) y leishmaniasis cutánea 

difusa (LCD).  

1.2.3.1. Leishmaniasis cutánea 

Leishmania mexicana puede causar un amplio espectro de enfermedades clínicas, 

que van desde una úlcera cutánea localizada en el sitio de la infección, que es 

característico de los pacientes con leishmaniasis cutánea localizada, a la difusión 

de una enfermedad, donde parasitados intensamente se forman nódulos de 

macrófagos que se propagan por la piel y en última instancia invadir la mucosa 

nasal y orofaríngea (Fernández, 2012). 

Es bien sabido que tras un periodo de incubación previo se desarrolla la LCL que 

se manifiesta con una lesión nodular en el sitio de inoculación, con formación de 

una costra que puede desprenderse, exponiendo una úlcera que se cura 

gradualmente y deja una cicatriz ligeramente hundida con pigmento alterado. 

Algunas lesiones pueden perdurar como nódulos o placas; son comunes los 

nódulos secundarios en el borde de la lesión. Otros signos o síntomas son 

lesiones múltiples primarias o satélites, adenopatías regionales, dolor, prurito e 

infecciones bacterianas secundarias. 

La LCD se caracteriza por una infección diseminada de curso recurrente o crónico, 

con engrosamiento cutáneo en forma de placas, pápulas y/o nódulos, 

principalmente en la cara y las extremidades; las lesiones son asintomáticas y no 

se ulceran. Es importante indicar que la gravedad de las manifestaciones clínicas 

depende del parásito y de las condiciones inmunológicas del hospedero. 

Considerando que los pacientes con LCL tienen una respuesta inmune celular 

asociada con citocinas activadoras de macrófagos tales como IFN-γ e IL-2, los 

pacientes de LCD carecen de una respuesta inmune celular eficaz, permitiendo 

una incontrolada replicación de los parásitos dentro de los macrófagos y otras 

células fagocíticas. Poco se sabe acerca de los factores que intervienen en la 

modulación de la evolución de la enfermedad. Una respuesta inflamatoria excesiva 



 

puede conducir a un aumento de la infiltración de neutrófilos, que ha sido asociado 

con progresión de la enfermedad (Fernández, 2012) 

 

Figura 7. Panel A se observa una lesión característica de LCL. Panel B se observan lesiones características de 

LCD; provocadas por L. mexicana (Donación del laboratorio de inmunoparasitología de la UNAM) 

1.2.4. Infección 

La infección comienza cuando una mosca flebótomo; Lutzomia en el caso 

particular del continente americano, pica a un hospedero mamífero para 

alimentarse inoculando promastigotes metaciclicos de Leishmania por medio de su 

saliva, en la piel (inoculación intradérmica). Estos parásitos son fagocitados por 

células como macrófagos y células dentríticas que se encuentran en el tejido 

conectivo, en donde cambian de fase a amastigotes y se mantienen dentro 

dividiéndose por fisión binaria, hasta que salen de las células e infectan otras. 

Finalmente el vector pica a un mamífero infectado y el amastigote es tomado por 

el mosquito y cambia de fase a promastigote en el tracto digestivo del insecto, 

promoviendo el ciclo biológico de este parásito 

En el hospedero mamífero Leishmania es un parásito intracelular obligado y se 

replica de forma segura en las células infectadas reclutadas para destruirlo. La 

incapacidad de los macrófagos para matar las células del parásito y activar el 

sistema inmune adaptativo es un producto de la capacidad del parásito para 

alterar varias vías de señalización claves en el hospedero. Muchas de estas 

alteraciones en la señalización se observan tempranamente en el curso de la 



 

infección; estas alteraciones rápidas de las vías de señalización sirven por lo 

menos para dos funciones principales, en primer lugar para la inhibición en el 

macrófago de las vías y mecanismos que se desencadenan en la fagocitosis, y así 

la producción de moléculas como el óxido nítrico (NO) y en segundo lugar bloquea 

las funciones del macrófago que pueden conllevar a la apoptosis o muerte celular. 

(Olivier, 2011) 

Por ejemplo, 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 de estas células. 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 se transloca al núcleo donde se unen a la 

secuencia de activación en el gen inducible para IFNγ (Bhardwaj, 2005).  

En el caso de la vía de las MAP cinasas se observó que las células infectadas con 

el parásito 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 iNOS en respuesta a IFNγ disminuyó notablemente por la infección 

con Leishmania (Nandan, 1999) 

 

 

 

 

 

 

 



 

II. JUSTIFICACIÓN 

El principal agente causal de leishmaniasis cutánea en México es L. mexicana,  un 

parásito que cuenta con la 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. 

Por esta razón y tomando en cuenta los antecedentes es importante identificar y 

estudiar una proteína fosfatasa PP2C de Leishmania mexicana; ya que se ha 

demostrado que las proteínas fosfatasas son de gran importancia en la 

patogenicidad y virulencia de otros microorganismos. 

III. HIPOTÉSIS  

Leishmania mexicana expresa una proteína fosfatasa PP2C, que tiene 

características bioquímicas semejantes a la PP2C de células eucariontes. 

IV. OBJETIVOS 

Objetivo general: 

• Purificar y realizar la caracterización bioquímica de una proteína fosfatasa 

PP2C de Leishmania mexicana. 

Objetivos particulares: 

1.-Expresar y purificar la proteína fosfatasa PP2C recombinante de Leishmania 

mexicana, mediante cromatografía de afinidad. 

2.-Determinar el pH óptimo para la actividad de la proteína fosfatasa PP2C 

recombinante Leishmania mexicana. 

3.- Analizar la actividad de fosfatasa de la PP2C recombinante en presencia de 

cationes divalentes, como MgCl2,  MnCl2  y CaCl2 



 

4.-Analizar la actividad específica de treonina y tirosina, de la proteína fosfatasa 

PP2C recombinante de Leishmania mexicana, mediante la utilización de peptidos 

específicos. 

5.-Analizar el efecto de inhibidores específicos en la actividad de fosfatasa de la 

PP2C recombinante de Leishmania mexicana. 

6.-Obtener anticuerpos policlonales, contra la PP2C recombinante de Leishmania 

mexicana. 

7.- Realizar ensayos de Western blot con el anticuerpo policlonal anti-PP2C en 

lisados de promastigotes y amastigotes de Leishmania mexicana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

V. MATERIALES Y MÉTODOS 

La proteína fue clonada en el plásmido PET 23B; el gen que codifica para la PP2C 

LMXM_25_0750; se encuentra localizado en el cromosoma 25. Los datos teóricos 

bioquímicos de la proteína son un peso molecularde 44.5 kDa y un punto 

isoeléctrico de 4.5. 

5.1 Sobrexpresión de la proteína PP2C recombinante con His-Tag de L. 

mexicana  en dos cepas de bacterias de Escherichia coli , como son BL21 y 

Codon Plus. 

5.1.1 Purificación del plásmido  

Se inoculó un precultivo de bacterias de la cepa BL21 en medio Luria Bertani (LB) 

con ampicilina en una concentración de 100 µg/mL, simultáneamente se realizó un 

precultivo de la cepa Codon Plus en medio LB con ampicilina y cloranfenicol en 

concentraciones de 100 µg/mL y 34 µg/mL respectivamente; y se dejaron toda la 

noche en agitación constante a 37°C. 

Al día siguiente los cultivos se centrifugaron a 6000 rpm por 15 minutos a 4°C. 

Posteriormente se realizó la purificación de DNA (ácido desoxirribonucleico) del 

plásmido PET23B siguiendo las indicaciones del fabricante. Se cuantificó la 

cantidad de DNA obtenido en la purificación en el nanodrop. 

5.1.2 Transformación de las células competentes 

Posteriormente se colocaron las bacterias de las cepas BL21 y Codon Plus en una 

solución que contenía potasio, cloro y magnesio (KCM) para abrir poros en la 

membrana y permitir la entrada del plásmido y se les agregó 0.5 µg de DNA 

plásmidico, se dejó reposar 15 minutos en hielo, todo en condiciones de 

esterilidad. Después de este tiempo se aplicó a las células bacterianas un choque 

térmico a 42°C por 40 segundos para cerrar los poro s y se dejaron 5 minutos en 

hielo. 



 

Se colocó medio caldo súper óptimo (SOB) hasta 80 % la capacidad del tubo 

donde se encontraban las bacterias y se dejaron en agitación una hora a 37°C; 

posteriormente se tomó un inoculo para un precultivo de cada cepa y se incubaron 

a 37°C toda la noche en medio LB en las condiciones  mencionadas en la sección 

5.1.1.  

5.1.3 Condiciones de inducción de la proteína fosfatasa PP2C recombinante 

de L. mexicana  

De los precultivos incubados toda la noche se tomó un inoculo para colocarlo en  

medio nuevo LB adicionado con los antibióticos respectivos para cada cepa, y se 

incubaron a 37°C en agitación constante durante 2 h oras, posteriormente se 

monitoreo la densidad bacteriana en un espectrofotómetro a una longitud de onda 

de 600 nm y los cutivos se utilizaron hasta obtener una densidad óptica de 0.8 nm. 

Se tomó una alícuota de cada cultivo sin inducir para posteriores comparaciones, 

al cultivo restante de cada cepa se le adicionó un inductor que fue el isopropil-B-D-

1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración de 1 mM para inducir en las 

bacterias la producción de la proteína de interés, y se dividieron en tres alícuotas 

iguales; todo en condiciones de esterilidad. 

Posteriormente se incubaron cada una de las alícuotas, de cada cepa a diferentes 

temperaturas que fueron 20, 30 y 37°C, toda la noch e. Al día siguiente se 

centrifugaron los 6 cultivos durante 15 minutos a 6000 rpm a 4°C junto a los 

cultivos sin inducir, se desechó el medio de cultivo de cada centrifugado y las 

pastillas (P) se resuspendieron en 5 mL de amortiguador de lisis (PBS 50 mM, 

NaCl 1.5 M, Imidazol 5 mM a pH 7.8, PMSF 0.2 mM). Las bacterias resuspendidas 

se sonicaron: 5 ciclos de 30 segundos a 4°C dando 1  minuto de descanso entre 

cada ciclo (se debe observar una solución incolora que indica la lisis completa); 

este es el extracto total (ET). 

De los  ET se tomaron 1.3 mL y se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 rpm 

a 4°C y  se separaron los sobrenadantes (SN) y las pastillas (P); a los SN se les 

agregó 300 µL de resina acoplada a níquel y se colocaron en agitación durante 1 



 

hora a 4°C. Finalizado el tiempo de incubación se c entrifugaron a 13000 rpm a 4°C 

por 1 min y se realizaron dos lavados con 1 mL de amortiguador de lisis, y un 

tercer lavado con 200 µL de un segundo amortiguador (NaH2PO4 50 mM, NaCl 

300 mM, Imidazol 500 mM a un pH de 7.8); el SN obtenido se utiliza para 

determinar las condiciones óptimas de expresión. Por último se realizó una 

electroforesis en gel de poliacrilamida con 10 µg de proteína, para determinar las 

condiciones óptimas de expresión. 

5.2 Purificación de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana  

con His-Tag  

5.2.1 Obtención del extracto total y la fracción soluble de la proteína 

fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana 

Se colocó un precultivo en medio LB con ampicilina y cloranfenicol en 

concentraciones de 100 µg/mL y 34 µg/mL respectivamente de Escherichia coli 

cepa Codon Plus a 37°C en agitación toda la noche; al día siguiente del cultivo se 

tomó un inoculo para realizar un nuevo cultivo a las condiciones ya mencionadas 

en nuevo medio LB con los antibióticos antes mencionados y se puso en agitación 

constante a 37°C hasta llegar a una densidad óptica  de 0.8 nm; en este punto se 

indujo la producción de la proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana  con la adición 

de IPTG a una concentración de 1 mM y se incubó a 20°C toda la noche, al día 

siguiente  se centrifugaron alícuotas de 50 mL de cultivo a 3000 rpm por 30 min a 

4°C y las pastillas se almacenaron a -70°C hasta su  uso. 

Se resuspendieron las 6 pastillas, en 30 mL de amortiguador de unión (Imidazol 5 

mM, NaCl 300 mM, Tris 50 mM a pH de 7.8 aprotinina 2 µg/mL, leupeptin 2 µg/mL 

y benzamidina 100 mM). Las bacterias resuspendidas se lisaron por sonicación 

utilizando las siguientes condiciones 30 % de amplitud, 50 ciclos de 1 minuto con 

descansos de 1.5 minutos entre ciclos a una temperatura de 4°C. De este proceso 

se tomó una alícuota de ET; posteriormente se centrifugó a 13000 rpm 1 hora a 

4°C y se obtuvo el SN y la P. La P se resuspendió e n 30 mL de amortiguador de 



 

unión. Al final se analizaron las fracciones en geles SDS-PAGE y Western blot, 

utilizando 20 µg de proteína. 

5.2.2 Purificación de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de  L. 

mexicana mediante cromatografía de afinidad 

Del SN obtenido se cuantificó proteína por el método de Bradford y se pasó por 

una cromatografía de afinidad la cual se encuentra acoplada a níquel; la columna 

fue previamente lavada con 3 veces su volumen y equilibrada con amortiguador de 

unión. 

El SN se colocó en la columna y se dejó interaccionar con la resina acoplada a 

níquel toda la noche, al día siguiente se obtuvo lentamente la fracción no unida 

(NU) y posteriormente se realizaron dos lavados de 25mL con amortiguador de 

unión, guardando una alícuota de cada lavado y del material NU. 

Posteriormente la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana se eluyó 

mediante la formación de un gradiente de imidazol que consistió en la mezcla de 

25mL de amortiguador de unión y 25 mL de amortiguador de elución (imidazol 500 

mM, NaCl 300 mM y Tris 50 mM). Se recolectaron 50 eluidos de 1 mL cada uno, a 

cada uno de ellos se les cuantifico proteína por el método de Bradford y los 

eluidos a los que fue posible cuantificar proteína fueron analizados en geles SDS-

PAGE y se almacenaron hasta su uso a 4°C. 

Nota: la proteína es catalíticamente activa hasta 15 días después de la purificación 

y es importante que no sea congelada y se conserve a 4°C. 

5.2.3 Cuantificación de proteína por el método de Bradford 

La cuantificación de proteínas por el método de Bradford está basado en el 

cambio de absorbancia de 465 nm a 595 nm de una solución ácida de Azul de 

Coomassie Brillante contenida en el reactivo que lleva el mismo nombre. El 

colorante azul de Coomassie se une a residuos de aminoácidos principalmente 

básicos y aromáticos, especialmente arginina.  



 

Se realizó una curva patrón, de una solución de albúmina sérica bovina (BSA), con 

concentraciones de 0 a 15 µg. La curva se realizó por duplicado al igual que las 

muestras, de las muestras se colocaron diferentes volúmenes y se les adicionó el 

volumen restante de amortiguador de unión para llegar a 160 µL y se les adicionó 

40 µL de reactivo de Bradford. Se leyó  antes de una hora en el espectrofotómetro 

a 595 nm utilizando el software KC4, el cálculo se realizó utilizando el promedio de 

los resultados de cada muestra y el resultado fue el que se utilizó para los demás 

experimentos. 

5.3 Determinación de la actividad enzimática de la proteína fosfatasa PP2C 

recombinante de L. mexicana 

Esta determinación se realizó en varios de los eluidos obtenidos por cromatografía 

de afinidad, se preparó una mezcla con 25 µg de PP2C recombinante de L. 

mexicana, 10 mM de un sustrato general de fosfatasa como es el p-nitrofenil 

fosfato (p-NPP) y 10 mM de MnCl2 y solución amortiguadora de HEPES 50mM 

pH=8.0; teniendo un volumen final de 100 µL; de la misma forma se colocó un 

blanco en cual contiene todos los reactivos menos la PP2C de L. mexicana. 

Posteriormente se incubo a 37°C por 60 minutos y la  reacción se detuvo con 20 µL 

de NaOH 2N. El p-nitrofenol generado se lee a 405 nm en un espectrofotómetro. 

Para continuar con la caracterización de esta proteína PP2C se analizó la 

actividad específica de fosfatasa con péptidos fosforilados en tirosina y treonina, 

en donde lo que se cuantificó es la cantidad de fosfatos liberados en la reacción 

enzimática. Para esto primero se montó una curva de fosfato libre, que va de 0 a 

2000 pmol de fosfato.  

Posteriormente se corrieron las muestras de tres purificaciones con las siguientes 

condiciones de reacción: 1.2 µg de proteína, amortiguador HEPES 50 mM pH=8.0, 

MnCl2 2 mM, 100 µM de sustrato (tirosina o treonina) y 50 µL de Molibdato Dye el 

cual se agregó 15 min después de iniciada la reacción; al final se debe tener un 

volumen de 100 µL y se leyó a 650nm en un espectrofotómetro. 



 

5.3.1 Determinación del efecto de la concentración de proteína en la 

actividad de fosfatasa de la PP2C recombinante de L. mexicana. 

Se realizó una curva de concentración de proteína (0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 y 1.2 µg) 

con 10 mM de p-NPP en presencia de 10 mM de MnCl2 y MgCl2, para determinar 

la concentración óptima de proteína a utilizar en la actividad enzimática. 

5.3.2 Efecto de cationes divalentes en la actividad de fosfatasa de la PP2C 

recombinante de L. mexicana 

En la actividad de fosfatasa de la PP2C recombinante de L. mexicana se utilizaron 

diversos cationes divalentes como fueron MgCl2, MnCl2 y CaCl2 a diferentes 

concentraciones (0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 mM) con p-NPP como 

sustrato siguiendo el procedimiento de la sección 5.3.1. En este caso el blanco 

carece de la muestra; y todo se corrió por duplicado. 

5.3.3 Determinación del pH óptimo de la proteína fosfatasa PP2C 

recombinante de L. mexicana   

Para conocer el pH óptimo de actividad de fosfatasa de la PP2C recombinante de 

L. mexicana purificada por cromatografía de afinidad, se realizó el procedimiento 

mencionado en el apartado 5.3. con p-NPP y 2 mM de MnCl2, cambiando los 

amortiguadores que fueron acetato de sodio pH 4.5, 5.0 y 5.5; MES pH 6.0 y 6.5; 

HEPES pH 7.0, 7.5 y 8.0; TRIS pH 8.5 y 9.0; y CAPS pH 10.0, 10.5 y 11.0. Todos 

los amortiguadores fueron preparados a una concentración 50 mM. Se debe 

montar un blanco para cada condición y correr todo por duplicado. 

5.3.4 Efecto de inhibidores específicos de PTP y PS/TP sobre la actividad de 

la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana  

La actividad enzimática de fosfatasa se realizó con HEPES 50 mM a pH 8, MnCl2 

2 mM y con inhibidores de la actividad de PTP (ortovanadato de sodio y molibdato 

de amonio a 200 µM, tungstato de sodio a 100 µM y pervanadato de sodio a 50 

µM), inhibidores para la PS/TP (caliculina a 5 nM y ácido okadáico a 1 µM) y el 

inhibidor específico de PP2C (sanguinarina 20 µM).  



 

Con las mismas condiciones de reacción que las mencionadas en el apartado 5.3. 

con sustratos específicos fosforilados en tirosina y treonina se analizó la acción de 

inhibidores reportados como específicos para PTP y PS/TP. Los inhibidores 

utilizados fueron ortovanadato de sodio 200 µM y sanguinarina 20 µM.5.4 

Generación de anticuerpos policlonales contra la PP2C recombinante de L. 

mexicana. 

5.4.1 Esquema de inmunización de la PP2C recombinante de L. mexicana  en 

conejos 

El procedimiento se realizó por duplicado por lo que fueron empleados dos 

conejos hembras de la cepa Nueva Zelanda de entre 2.5 y 2.8 Kg de peso, estos 

se sangraron antes de inmunizarlos para obtener suero el cual fue llamado 

preinmune. Se realizó una mezcla de los eluidos obtenidos de 4 purificaciones y 

se concentró diez veces su volumen, este concentrado fue el que se utilizó para la 

inmunización. 

La primera y segunda inmunización de realizaron con 135 µg de proteína en un 

volumen de 150 µL, este volumen fue dividido en dos fracciones iguales de 75 µL 

y se les colocó un volumen igual de adyuvante de Freud incompleto a cada 

fracción. Posteriormente se les administró a los conejos la proteína con el 

adyuvante por dos vías; subcutánea e intramuscular, para cada conejo. 

La tercera y cuarta inmunización fueron con 135 µg de proteína, llevados a 200 µL 

con PBS dividido este volumen en dos alícuotas iguales, administradas una por 

vía subcutánea y otra vía intramuscular, a cada uno de los conejos. Cada una de 

las inmunizaciones fue hecha con 7 días de diferencia entre una y otra. Al finalizar 

este tiempo y pasados 3 días se sacrificó a los animales por punción cardíaca y la 

sangre obtenida fue separada y con el suero se realizó la cuantificación de los 

anticuerpos mediante ELISA; posteriormente el suero se congeló a -20°C (López, 

2008). 

 



 

5.4.2 Identificación y titulación de anticuerpos anti-PP2C de L.mexicana  por 

ELISA 

Primero se fijó la PP2C recombinante de L. mexicana; diluida en PBS 1X para 

obtener una concentración de 0.6 µg en 100 µL; agregando 100 µL con una 

concentración de 0.6 µg del antígeno antes mencionado en cada pozo a utilizar, 

posteriormente se cubre la placa de la luz en una cámara húmeda y se incuba a 

temperatura ambiente durante 1 h o a 4°C toda la no che. 

Pasado este tiempo se desechó el antígeno que no se fijó y se agregó 200 µL de 

solución bloqueadora (100 mL de una solución 0.1 N de hidróxido de sodio en 

ebullición se le agregaron 5 g de caseína, con PBS 1X llevar a un volumen de 

1000 mL, ajustar a pH 7.4) por pozo y se dejó durante 1 hr a temperatura 

ambiente en cámara húmeda. Se desechó la solución bloqueadora y se colocó por 

pozo 100 µL de anticuerpo primario (sueros extraídos de conejo  inmune) en una 

dilución 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000, 1:10000, 1:20000, 1:30000, 1:40000, 

1:50000 y 1:100000; las diluciones se hacen en solución bloqueadora, además de 

los sueros a analizar se corrió un control, negativo (suero preinmune) y blanco, por 

triplicado al igual que las muestras. Se incuban por 2 horas a temperatura 

ambiente en cámara húmeda. 

Se lavó la placa 4 veces con solución de lavado (100 µL de Tween 80 por cada 

litro de PBS 1X pH = 7.2-7.4), enseguida se colocaron 100 µL de anticuerpo 

secundario (AL31 Biotin-xx Goat anti-rabbit, diluido 1:4000 en solución 

bloqueadora) y se incubó 30 min en cámara húmeda, pasado el tiempo se lavó la 

placa de nuevo 4 veces con solución de lavado. 

Se colocó posteriormente 100 µL de estreptavidina acoplada a una fosfatasa 

alcalina (estreptavidina en solución bloqueadora en dilución 1:2000), incubando 30 

min, en cámara húmeda y oscuridad. Pasado el tiempo se lavó 8 veces con 

solución de lavado y se le agregó 100 µL de solución reveladora (sustrato de 

fosfatasa alcalina 28.2 mg en 2600 µL de amortiguador se sustrato) y se leyó las 

placas a una densidad óptica de 405 nm a diferentes tiempos (5, 10 y 15 min). 



 

5.5 Análisis de la purificación de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de 

L. mexicana  en geles SDS-PAGE 

A las muestras obtenidas de las pruebas de inducción,  del fraccionamiento y en el 

proceso de purificación 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 %) y se utilizaron para realizar un gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) al 10 % para verificar la presencia de la PP2C de L. mexicana purificada 

en los eluidos. Los geles se corrieron a 80 V por 20 min y posteriormente se 

aumentó el voltaje a 120 V por 1 hora y se tiñeron con azul de Coomassie. 

5.6 Análisis de Western blot  para la identificación de las histidinas 

presentes en la PP2C recombinante de L. mexicana  

Para verificar que la proteína purificada PP2C de L. mexicana presentaba las 

colas de histidina se realizó un Western blot utilizando las muestras obtenidas en 

el fraccionamiento de las células bacterianas que fueron ET, SN y P y los eluidos 

obtenidos en el proceso de purificación de la proteína fosfatasa PP2C de L. 

mexicana que contenían concentración de proteína, así mismo se colocaron el 

material NU y los lavados. 

El gel se equilibró 10 min en amortiguador de transferencia a temperatura 

ambiente, posteriormente se transfirió a una membrana de nitrocelulosa en 

condiciones de semiseco a 20 V por 30 min.; la membrana se bloqueó con 5 % de 

leche en TBST 1X (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM y Tween 0.005 %), enseguida 

la membrana se lavó con TBST 1X por una hora a temperatura ambiente en 

agitación constante. La membrana se incubó con el anticuerpo α-histidina en una 

dilución 1:5000 toda la noche y al día siguiente se reveló por quimioluminiscencia. 

 

 



 

5.7 Identificación de proteínas fosfatasas PP2C en extractos de 

promastigotes y amastigotes de Leishmania usando los anticuerpos 

generados anti PP2C de L. mexicana   

Se realizó Western blot con muestras de ET y SN de lisados de promastigotes y 

amastigotes de L. mexicana colocando 5 µg de proteína. Así mismo se realizó 

Western blot de concentraciones crecientes de proteína (10, 20, 40, 60, 80, 100 

µg) de ET de un lisado de amastigotes secretados y no secretados de L. 

mexicana; y otro con 5 µg  de ET de lisados de promastigotes de Leishmania de 

distintas cepas (Leishmania mexicana 68, Leishmania mexicana Solis  (11), 

Leishmania mexicana Solis (30), Leishmania mexicana venezolensis, Leishmania 

mexicana amazonensis, Leishmania braziliensis braziliensis, Leishmania 

braziliensis panamensis, Leishmania donovani y Leishmania major). Como control 

positivo se colocó 1 µg de proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana.  

La transferencia se realizó en semiseco y las condiciones fueron 60 min. a 20 V en 

una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) de baja fluorescencia 

previamente activada en metanol por 3 min;  la membrana se bloqueó con 

solución bloqueadora para Odyssey, transcurrido el tiempo de bloqueo la 

membrana se incubó con el anticuerpo policlonal anti PP2C de L. mexicana en 

una dilución 1:1000 en solución bloqueadora tween 20 al 0.1%, a 4°C en agitación 

constante. 

Al día siguiente se retiró el anticuerpo primario de la membrana, posteriormente se 

realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X. Finalizado el proceso se realizó 

una segunda incubación con anticuerpo secundario anti-rabbit en una dilución 

1:10000 en solución bloqueadora tween 20 0.1 % y se incubó 1hora en agitación 

constante a temperatura ambiente cubierto de la luz. 

 Se realizó otro procedimiento para incubar la misma membrana con otro 

anticuerpo primario. La membrana se bloqueó con solución bloqueadora para 

Odyssey en agitación toda la noche a 4°C. Al día si guiente la membrana se lavó 

con PBS 1X en agitación constante, posteriormente se incubó con el anticuerpo 



 

primario anti-tubulina a una dilución 1:10000 en solución bloqueadora a la cual se 

le adicionó 0.1 % de tween 20 por 2 horas. Terminando el proceso de incubación 

la membrana se lavó 2 veces con PBS 1X cada 5 minutos y se incubó con 

anticuerpo secundario anti-mouse en una dilución 1:10000 en solución 

bloqueadora con 0.1 % de tween 20 por 1 hora cubierto de la luz en agitación 

constante. Finalmente la membrana se lavó 5 veces cada 5 minutos en agitación 

constante con PSB 1X y se leyó en el Odyssey a 700 y 800 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

VI. RESULTADOS 

6.1 Determinación de las condiciones de sobreexpresión y análisis en geles 

SDS-PAGE de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana  en 

dos cepas de bacterias de Escherichia coli , como son BL21 y Codon Plus. 

Para encontrar las condiciones óptimas de inducción de la proteína fosfatasa 

PP2C recombinante de L. mexicana se analizó la sobreexpresión de la proteína en 

dos cepas bacterianas de E. coli como son BL21 y Codon Plus, a tres diferentes 

temperaturas 20, 30 y 37 °C.  En la figura 8 panel A se muestra el perfil de 

proteínas de los lisados de la cepa BL21, en donde se observan diferentes 

proteínas sobreexpresadas pero ninguna en el peso molecular esperado para la 

PP2C de L. mexicana. En el panel B, se puede observar en el perfil de proteínas 

de la cepa Codon Plus, la sobreexpresión de una proteína de 47 kDa que 

corresponde a la proteína PP2C, donde la temperatura de 20°C fue la óptima para 

la inducción de la proteína recombinante. 

 

Figura 8. Determinación en geles SDS-PAGE de las condiciones de sobreexpresión con IPTG de la proteína 

fosfatasa PP2C de L.mexicana en dos distintas cepas de Escherichia coli a tres distintas temperaturas. Panel 

A, se observa la expresión en la cepa bacteriana BL21; Panel B, se observa la expresión en la cepa bacteriana 

Codon Plus; SI = ET de bacterias sin inducir, PM = Marcador de peso molecular, ET = extracto total, SN = 

sobrenadante. 



 

6.2 Análisis de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana 

mediante geles SDS-PAGE e identificación por Western blot usando un 

anticuerpo anti-histidina. 

Se realizó el fraccionamiento de la cepa bacteriana Codon Plus, la cual fue 

inducida con IPTG e incubada a 20°C.  De este fracc ionamiento se obtuvieron ET, 

SN y P, las cuales se analizaron en un gel SDS-PAGE teñido con azul de 

Coomassie. En la figura 9 panel A, se observan varias proteínas presentes en las 

fracciones ET, SN y P.  En el ET y SN se observa el enriquecimiento de una 

proteína con un peso molecular aproximado de 47 kDa el cual corresponde al 

peso molecular esperado para la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. 

mexicana. Para  identificar si la proteína sobreexpresada presenta la secuencia de 

6 histidinas en su extremo carboxilo terminal, se realizó un Western Blot y se 

utilizaron anticuerpos anti-histidina, lo cual nos permitió corroborar que la proteína 

sobreexpresada en el ET, SN y P, es la proteína fosfatasa PP2C recombinante de 

L. mexicana (panel B). 

 

Figura 9. Panel A, análisis en gel SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie de la proteína fosfatasa PP2C de L. 

mexicana en las fracciones obtenidas de la lisis de células bacterianas de la cepa Codon Plus  inducidas a las 

condiciones óptimas (20°C toda la noche). Panel B, Western Blot α-histidina del fraccionamiento de las 

células bacterianas Codon Plus inducidas con IPTG a 20°C PM = Marcador de peso molecular, ET = Extracto 

total, SN = Sobrenadante y P = Pastilla. 



 

6.3 Análisis en geles SDS-PAGE y Western blot del proceso de purificación 

de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana. 

 

Se analizaron los diferentes eluidos obtenidos del proceso de purificación por 

cromatografía de afinidad de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. 

mexicana. En la figura 10 panel A se muestra el perfil electroforético de las 

muestras obtenidas del fraccionamiento de la cepa Codon Plus (ET, SN y P), así 

como el material no unido (NU), los lavados de la columna (L) y los diferentes 

eluidos (18-37) obtenidos durante el proceso de purificación. En las muestras de 

ET, SN  y P, se observa el enriquecimiento de una proteína de peso molecular de 

47 kDa, la cual también está presente en los eluidos y este peso molecular 

corresponde al esperado para la proteína PP2C recombinante de L. mexicana. En 

el panel B se muestra el concentración de proteína del perfil de elución de la 

proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana. En el panel C y D, se observa la tinción 

con azul de Coomassie del eluido 22 y la identificación por Western blot de la 

PP2C recombinante de L. mexicana, utilizando los anticuerpos anti-histidina. 



 

 

Figura 10. Panel A. Análisis en geles SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie del proceso de purificación por cromatografía de afinidad de la proteína fosfatasa 

PP2C de L. mexicana, peso molecular (PM), extracto total (ET), sobrenadante(SN), pastilla (P), material no unido (NU), lavado 1 (L1), lavado 2 (L2), eluidos del 18 

al 37 obtenidos de la purificación de la proteína fosfatasa PP2C de L.mexicana. Panel B. Gráfica de la concentración de proteína (µg/µL) de los eluidos de la 

purificación de la proteína fosfatasa PP2C de L.mexicana. Panel C. Análisis en gel SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie, de la proteína fosfatasa PP2C 

recombinante de L. mexicana en un eluido. Panel D. Identificación por Western blot α-histidina dela proteína fosfatasa PP2C recombinante de L.mexicana en el 

eluido22.  



 

6.4. Determinación de la actividad enzimática de la proteína fosfatasa PP2C 

recombinante de L. mexicana purificada. 

En la figura 11, se muestra la actividad enzimática de la proteína fosfatasa PP2C 

recombinante de L. mexicana en presencia de dos cationes como son Mg2+ y Mn2+ 

a una concentración de 10 mM.  Este análisis nos permitió conocer que esta 

enzima es activa solo en presencia de los dos cationes probados.  Sin embargo se 

observa que la enzima es 10 veces más activa en presencia de Mn2+ en 

comparación con la actividad en presencia de Mg2+.  También se probaron 

diferentes concentraciones de la proteína fosfatasa PP2C de  L. mexicana y se 

encontró que la concentración de proteína óptima con ambos cationes fue de 1.2 

µg. 

 

 

 

Figura 11. Actividad enzimática de diferentes concentraciones de la proteína fosfatasa PP2C recombinante 

de L. mexicana en presencia de MnCl2 y MgCl2  a 10 mM. 

 



 

6.4.1 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad enzimática de la 

proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana. 

Se analizó el efecto de 3 cationes divalentes como son: MgCl2, MnCl2 y CaCl2 a 

diferentes concentraciones, utilizando 1.2 µg de proteína fosfatasa PP2C 

recombinante de L. mexicana . En la figura 12 se muestra que la enzima es activa 

con MgCl2 y MnCl2, y no así con CaCl2.  La concentración óptima de MnCl2
 fue de 

2 mM donde se observó la mayor actividad de la proteína fosfatasa PP2C; 

mientras que la concentración óptima de MgCl2 fue 18 mM. Se analizó también el 

efecto de CaCl2, catión con el cual no se observó efecto sobre la actividad de 

fosfatasa de esta proteína a ninguna de las concentraciones probadas. 

 

 

 

Figura 12. Efecto de cationes divalentes como MnCl2, MgCl2 y CaCl2 a diferentes concentraciones de 0.5 a 20 

mM, en la actividad de fosfatasa de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana. 



 

6.4.2 Determinación del pH óptimo para la actividad enzimática de la proteína 

fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana.   

Para determinar el pH óptimo de la actividad enzimática de la proteína fosfatasa 

PP2C recombinante de L. mexicana, se utilizaron diferentes amortiguadores tales 

como acetato de sodio, MES, HEPES, TRIS y CAPS a 50 mM; abarcando un 

rango de pH de 4.5 a 11. En la figura 13 se muestra que la proteína fosfatasa 

PP2C presenta actividad enzimática en un rango de pH de 5 a 9, mostrando su 

máxima actividad a un pH de 8.0. 

 

 

Figura 13. Determinación del pH óptimo para la actividad enzimática de la proteína fosfatasa PP2C 

recombinante de L.mexicana 

 

 

 



 

 

6.4.3 Efecto de inhibidores específicos de PTP y PS/TP sobre la actividad 

enzimática de fosfatasa de la PP2C recombinante de L.mexicana. 

Siguiendo con la caracterización de la PP2C de L. mexicana se usaron inhibidores 

específicos de la actividad enzimática de las PTPs como son: Ortovanadato de 

sodio 200 µM, Molibdato de amonio 200 µM, Tungstato de sodio 100 µm y 

Pervanadato de sodio 50 µM; e inhibidores específicos de PS/TP como son: 

Caliculina 5 nM y Ácido okadáico 1 µM, así como Sanguinarina 20 µM (inhibidor 

específico de PP2C). La actividad de la PP2C recombinante de L. mexicana fue 

inhibida por Ortovanadato de sodio en un 9 %, Molibdato de amonio 72%, 

Tungstato de sodio 15 %, Pervanadato de sodio 12 %, Caliculina 18 %, Ácido 

okadaico 14 % y Sanguinarina 81 %; como se muestra en la figura 14.  

En la tabla 2,  se muestra el porcentaje de la actividad remanente de la PP2C de 

L. mexicana en presencia de los inhibidores ya mencionados, donde observamos 

una actividad remanente del 91 % en presencia de Ortovanadato de sodio, 28 % 

con Molibdato de amonio, 85 % con Tungstato de sodio, 88 % con Pervanadato de 

sodio, 82 % con Caliculina, 86 % con Ácido okadaico y 19 % con Sanguinarina. Lo 

cual nos confirma su comportamiento enzimático como una proteina fosfatasa 

PP2C, al ser inhibida preferentemente por la sanguinarina.  Se utilizó una PTP de 

Entamoeba histolytica HM1IMSS como control para comprobar que los inhibidores 

de PTP fueran funcionales (dato no mostrado). 

 

 

 

 

 



 

Tabla 3. Porcentaje de actividad remanente de la proteína fosfatasa PP2C recombinante de 

L. mexicana  en presencia de inhibidores de PTP y PS/TP. 

Inhibidor  % Actividad remanente  

Sin inhibidor 100 

Inhibidores de PTP  

Ortovanadato 200 µM 91 + 6.5 

Molibdato 200 µM 28 + 5 

Tungstato 100 µM 85 + 1.4 

Pervanadato 50 µM 86 + 6.8 

Inhibidores de PS/TP  

Caliculina 5 nM 82 + 15.3 

Ac. Okadaico 1 µM 86 + 14 

Sanguinarina 20 µM 19 + 5.4 

 

 

Figura 14. Análisis del efecto de inhibidores específicos de PTP y PS/TP sobre la actividad enzimática de la 

PP2C recombinante de L. mexicana 



 

6.4.4 Especificidad de sustratos fosforilados en tirosina y treonina por la 

proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana. 

Se analizó la especificidad de sustratos de la fosfatasa PP2C de L. mexicana.   Así 

como el efecto en la actividad de fosfatasa en presencia del inhibidor ortovanadato 

de sodio y la sanguinarina. En la figura 15 panel A, se observa que la proteína 

fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana desfosforila en mayor cantidad el 

péptido fosforilado en treonina con respecto al fosforilado en tirosina. En el panel B 

se aprecia que el ortovanadato de sodio a una concentración de 200 µM inhibió la 

actividad de la proteína PP2C cuando se utilizó el péptido fosforilado en tirosina 

como sustrato, mientras que no se observó inhibición en la actividad cuando el 

péptido fosforilado en treonina fue usado. Por el contrario la sanguinarina (panel 

C) a una concentración de 20 µM inhibió por completo la actividad de fosfatasa de 

la PP2C recombinante de L. mexicana con los dos péptidos fosforilados 

analizados. 

 

Figura 15. Panel A, análisis de la especificidad de sustratos fosforilados en tirosina y treonina de la PP2C 

recombinante de L. mexicana. Panel B, efecto de los  inhibidores ortovanadato de sodio y sanguinarina en la 

actividad específica de PTP de la PP2C recombinante de L. mexicana. Panel C, efecto de los  inhibidores 

ortovanadato de sodio y sanguinarina en la actividad específica de treonina de la PP2C recombinante de L. 

mexicana. 



 

6.5 Generación, identificación y titulación de anticuerpos anti-PP2C de L. 

mexicana  por ELISA 

Se generaron anticuerpos policlonales contra la PP2C recombinante de L. 

mexicana.  Se inmunizaron conejos y se obtuvo el suero policlonal con la finalidad 

de utilizarlos como herramienta para identificar la proteína PP2C en lisados de 

parásitos Leishmania spp. Se utilizó la técnica de ELISA para conocer la titulación 

de los anticuerpos anti-PP2C de L. mexicana en el suero de los conejos 

inmunizados con la proteína, encontrándose un mayor título de anticuerpos en el 

conejo A en comparación con el conejo B, siendo el titulo 1:10000 para el suero 

del conejo A y 1:5000 para el suero del conejo B (figura 16). 

 

 

 

Figura 16. Evaluación de sueros policlonales anti-PP2C de L. mexicana por la técnica de ELISA de los sueros 

obtenidos de la inmunización de los conejos A y B. 

 



 

6.6 Identificación de proteínas fosfatasas PP2C en lisados de promastigotes 

y amastigotes de L. mexicana. 

Los anticuerpos generados contra la PP2C de L. mexicana, se probaron en  

lisados de promastigotes y amastigotes de parásitos de L. mexicana. Como se 

observa en la figura 17 panel A,  en el ET y SN de promastigotes se identificó una 

proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana  en un peso molecular aproximado de 45 

kDa que corresponde al peso molecular teórico reportado para una PP2C en 

lisados de estos parásitos. Así mismo en el ET y SN de amastigotes no fue 

identificada ninguna proteína,  por lo cual se realizó un Western blot a diferentes 

concentraciones de proteína de ET de amastigotes (panel B) donde no se 

identificó la PP2C de L. mexicana de 45 kDa, a ninguna de las concentraciones de 

proteína analizadas. 

 

Figura 17. Panel A, identificación mediante Western blot de la PP2C en extractos de parásitos de L. 

mexicana. Panel B, identificación en Western blot de la PP2C de L. mexicana a concentraciones crecientes 

de proteína  de lisados de amastigotes. PM = Marcador de peso molecular, ET = extracto total, SN = 

sobrenadante, C (+) = control positivo PP2C recombinante de L. mexicana, 10-100 = concentraciones de 

proteína en µg de un ET de amastigotes, αααα-tubulina = control de carga. 



 

6.7 Identificación de proteínas fosfatasas PP2C en lisados de promastigotes 

de parásitos de diferentes especies y cepas de Leishmania.  

Se realizó un Western blot con el ET de promastigotes de diferentes especies y 

cepas de parásitos del género Leishmania.  En la figura 18 se observa la 

identificación de una fosfatasa PP2C en un peso molecular aproximado de 45 kDa 

en los extractos analizados de promastigotes de: Leishmania mexicana 68 (carril 

2), Leishmania mexicana Solis  (11) (carril 3), Leishmania mexicana Solis (30) 

(carril 4), Leishmania mexicana venezuelensis (carril 5), Leishmania mexicana 

amazonensis (carril 6), Leishmania donovani (carril 9), Leishmania major (carril 

10). Sin embargo en las cepas como L. braziliensis braziliensis y L. braziliensis 

panamensis se observa más de una PP2C (carriles 7 y 8), las cuales se 

encuentran en el peso molecular similar y mayor al peso molecular de la PP2C de 

L. mexicana (carril 11). 

 

Figura 18. Identificación de las proteínas fosfatasas PP2C mediante Western Blot anti-PP2C en extractos de 

promastigotes de distintas cepas de parásitos del género Leishmania. Carril 1, marcador de peso molecular, 

Carril 2 Leishmania mexicana 68, Carril 3 Leishmania mexicana Solis  (11), Carril 4 Leishmania mexicana Solis 

(30), Carril 5 Leishmania mexicana venezuelensis, Carril 6 Leishmania mexicana amazonensis, Carril 7 

Leishmania braziliensis braziliensis, Carril 8 Leishmania braziliensis panamensis, Carril 9 Leishmania 

donovani, Carril 10 Leishmania major, Carril 11 proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana. a-

tubulina = control de carga 



 

VlI. DISCUSIÓN  

Diversas proteínas han sido clonadas utilizando la maquinaria de cepas 

bacterianas de E. coli, por ejemplo en la cepa DH5α se clonaron las cinasas HprK 

y PrpC de Mycoplasma pneumoniae (Halbedel, 2006). Las cepas BL21 de E. coli 

son una excelente opción de sobreexpresión de proteínas ya que son bacterias 

con poca cantidad de proteasas lo que disminuye el riesgo de degradación de la 

proteína de interés; razón por la cual se han clonado con éxito diversas proteínas 

tal es el caso de la nucleasa P4 de L. infantum  que fue clonada en la cepa BL21 

de E. coli (Farajnia, 2011) de igual forma, la cepa BL21De3pLysS de E. coli fue 

una buena opción de sobreexpresión para la PP2C de L. major  (Escalona, 2007).  

La proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana estudiada en este trabajo fue clonada 

usando como vector el PET23B y se probó en dos cepas bacterianas de E. coli, 

como es la cepa BL21De3pLysS en la cual no se observó expresión de la proteína 

de interés a ninguna de las condiciones probadas, sin embargo; en la cepa 

BL21De3CodonPlus RIL se  mostró la expresión óptima de la PP2C con una 

inducción con IPTG a 20°C y con incubación durante toda la noche. 

La razón por la se observó expresión de la proteína fosfatasa PP2C en la cepa 

Codon Plus con respecto a la BL21 se debe a que la producción eficaz de 

proteínas recombinantes en E. coli con frecuencia se limita por la rareza de ciertos 

tRNAs que son abundantes en los organismos de los que las proteínas son 

derivadas; forzando la expresión y agotando el conjunto de tRNAs raros y parando 

la traducción. Las cepas BL21Codon Plus están diseñadas para contener copias 

adicionales de los genes que codifican los tRNA que con mayor frecuencia limitan 

la traducción de proteínas heterólogas en E. coli. (BL21-CodonPlus® Competent 

Cells Instruction Manual). 

 

 



 

La proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana clonada tiene dentro de su secuencia 

una cola de histidinas que posteriormente ayudó a su identificación; ya que una 

vez encontradas las condiciones óptimas de sobreexpresión de esta proteína se 

efectuó el análisis del fraccionamiento de las células bacterianas mediante un 

Western blot con anticuerpos α-histidina; observándose que la proteína está 

presente en las fracciones: extracto total y sobrenadante, y no así en la pastilla; 

demostrándonos que la proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana no se encuentra 

en cuerpos de inclusión.  

Para poder separar a la proteína PP2C recombinante de L. mexicana de las 

proteínas constitutivas de la bacteria se utilizó el método de cromatografía de 

afinidad por metales inmovilizados, usando una resina acoplada a níquel; debido a 

que la proteína de interés fue marcada con 6 histidinas en su extremo carboxilo 

terminal, su purificación se realizó cuando las histidinas se unieron al níquel, y así 

posterior a esta unión; al utilizar un gradiente de imidazol, compuesto que cuenta 

con mayor afinidad por el níquel, se desplazó a la proteína fosfatasa PP2C unida 

permitiendo obtenerla en los eluidos.  

Este método de purificación es sumamente utilizado ya que además de garantizar 

que la proteína de interés tenga un buen rendimiento en el proceso, esta se 

obtiene completamente pura, así mismo es un método práctico y fácil de realizar y 

como ya se observó en diversos trabajos las proteínas obtenidas son 

catalíticamente activas; por ejemplo, este método también fue utilizado para el 

aislamiento de la proteína fosfatasa PP2C de L. major (Escalona, 2007); y en 

Salmonella entérica serovar thyphi fue clonada una PP2C llamada PrpZHis con 

una cola de 6 histidinas en su extremo carbono terminal y fue purificada de igual 

forma por cromatografía de afinidad con una columna acoplada a níquel (Sio, 

2005) y ambas al ser purificadas mostraron actividad de fosfatasa. 

 



 

 

Figura 19. Estructuras químicas de la histidina y el imidazol. Se observa la similitud de la estructura, razón 

por la cual el imidazol compite con la histidina por los electrones del ión metálico en la columna 

cromatográfica. 

Para comprobar que la proteína purificada es activa y corresponde a una proteína 

fosfatasa PP2C se analizó su actividad enzimática en presencia de los cationes 

MnCl2 y MgCl2, así como en presencia de CaCl2 catión reportado como necesario 

para la actividad de la proteína fosfatasa PP2B, también conocida como 

calcineurina (Jain, 1993) y p-NPP como sustrato. Como resultado de esta 

determinación se observa que en presencia de CaCl2 no hay hidrólisis del 

sustrato, mientras que con MnCl2 y MgCl2 se observó actividad de fosfatasa, 

siendo  2 mM de MnCl2 y 18 mM de MgCl2 las concentraciones óptimas para la 

actividad de esta enzima. La proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana es 10 veces 

más activa con manganeso que con magnesio; razón por la cual se decidió 

trabajar con MnCl2 en las demás caracterizaciones.  

Este resultado observado en presencia de los tres cationes analizados es el 

esperado ya que como se había mencionado las proteínas fosfatasas PP2C 

necesitan de cationes divalentes como magnesio y manganeso para ser activas, 

propiedad que también fue observada en las proteínas fosfatasas PP2C clonadas 

de L. chagasi y L. major teniendo esta última una mayor actividad en presencia de 

MnCl2
 comparada con su actividad en presencia de MgCl2 (Burns, 1993) 

(Escalona, 2007). La preferencia del catión  MnCl2 en comparación con el MgCl2 

para la actividad enzimática de la proteína fosfatasa PP2C recombinante L. 



 

mexicana, es similar a la que se presenta en las proteínas fosfatasas PP2C de 

Streptococcus agalactiae y Pseudomonas aeuroginosa (Rajagopal, 2003) 

(Mukhopadhyay, 1999). 

Las enzimas tienen condiciones óptimas para su actividad es por eso que se 

realizó una curva de pH. La proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana 

mostró actividad enzimática de fosfatasa a partir de pH 5.0 y hasta pH 9.0, 

observándose el pico máximo de actividad a pH de 8.0; este comportamiento es 

muy similar al observado para la proteína fosfatasa PP2C de L. major  que 

muestra un pico máximo de actividad en un pH de 8.5  (Escalona, 2007) y al de la 

enzima PP2C de Leishmania chagasi que presentó su actividad máxima de pH 7 a 

8.5 esta última proteína fue analizada utilizando como sustrato caseína marcada 

con fósforo 32 (32P) (Burns, 1993). Otras proteínas fosfatasas PP2C que han 

mostrado actividad a pH alcalino son la PP2C de Myxococcus xanthus y la Pcc 

6803 de Synechocystis y Salmonella enterica serovar Typhi (Lange, 2001) (Lai, 

2005). 

Al analizar la acción de inhibidores específicos de PTP y PS/TP, se observó que 

del grupo de inhibidores de PTPs solo el Molibdato de amonio en una 

concentración de 200 µM inhibió la actividad enzimática de la PP2C recombinante 

de L. mexicana; mientras que fue insensible a la inhibición por ortovanadato de 

sodio, pervanadato de sodio y tungstato de sodio. El ácido okadaico reportado 

como inhibidor de PS/TP como la PP1 y la PP2A (Chambers, 1992) no inhibió la 

actividad enzimática de la PP2C de L. mexicana, comportamiento observado 

también hacia el inhibidor caliculina.  Sin embargo, la sanguinarina inhibió en más 

de un 80 % la actividad de esta fosfatasa resultado esperado ya que este 

compuesto ha sido reportado como inhibidor específico de las PP2C (Aburai, 

2010). Este comportamiento también ha sido observado en la PP2C de L. major 

que es insensible al ácido okadáico y sensible a la inhibición por sanguinarina en 

concentraciones micromolares (Escalona, 2007).  

 



 

La proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana es una proteína fosfatasa que 

desfosforila preferentemente treonina ya que al ser probada su actividad 

específica con péptidos fosforilados, registro mayor actividad con el péptido 

fosforilado en treonina en comparación con el péptido fosforilado en tirosina. 

Por otro lado se ha reportado que las proteínas fosfatasas PP2C cuentan con 

residuos de ácido aspártico que son altamente conservados y están presentes en 

el sitio catalítico, junto con un ácido glutámico y una glicina; los cuales forman un 

centro para la unión de un ión metal divalente. 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 (Das, 1996). 

La proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana mostró actividad 

enzimática por lo que debe contar con estos aminoácidos necesarios para tener 

función de fosfatasa. De igual forma dentro de su secuencia teórica cuenta con el 

motivo CX5R propio de las proteínas fosfatasas de tirosina, lo que podría explicar 

la actividad de esta fosfatasa hacia el péptido fosforilado en tirosina. Esto es 

corroborado ya que el molibdato de amonio inhibe más del 70 % la actividad de 

fosfatasa de la PP2C. 

A pesar de que la proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana muestra una similitud 

del 96% con respecto a la PP2C de L. major, se han encontrado diferencias en 

sus características bioquímicas; como son diferente pH óptimo, siendo el pH 8.5 el 

óptimo para la PP2C de L. major y pH 8.0 el óptimo para la PP2C de L. mexicana. 

La concentración y tipo de catión divalente es diferente, siendo las condiciones 

óptimas para la PP2C de L. mexicana 2 mM de MnCl2 y para la PP2C de L. major 

6 mM de MgCl2. Estas características se muestran en la tabla 4. 

 

 

 

 



 

Tabla 4. Características bioquímicas de la PP2C recombinante de L. mexicana y L. major 

(Escalona, 2007) . 

Característica PP2C L. major PP2C L. mexicana 

Cepa bacteriana utilizada para la 

sobreexpresión 

BL21 Codon Plus 

Concentración de proteína utilizada 

para la actividad enzimática (µg) 

0.7 1.2 

Preferencia de cationes MgCl2 (6 mM) MnCl2 (2 mM) 

pH óptimo 8.5 8.0 

Actividad de PTP (motivo CX5R 

activo) 

NO SI 

Inhibición por sanguinarina SI SI 

 

Siguiendo un esquema de inmunización utilizado para la PP2C de L. major  

(Escalona, 2007) se generaron sueros policlonales contra la proteína fosfatasa 

PP2C de L. mexicana, para utilizarlos en la identificación de esta proteína en 

lisados de promastigotes y amastigotes de L. mexicana. Ya generados y 

cuantificados los sueros policlonales se realizaron Western blot para la 

identificación de la proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana en lisados de 

parásitos de L. mexicana, pudiendo determinar que la proteína se encuentra en 

promastigotes y no así en amastigotes. Este resultado se debe a que se ha 

demostrado que los amastigotes solo expresan la proteína fosfatasa PP2C 

después de estar varias horas en condiciones de estrés y los amastigotes 

utilizados no fueron expuestos a estas condiciones de escasez de nutrientes. 

Con estos anticuerpos se identificaron proteínas fosfatasas PP2C en lisados de 

promastigotes de distintas cepas y especies de Leishmania como: Leishmania 

mexicana 68, Leishmania mexicana Solis  (11), Leishmania mexicana Solis (30), 

Leishmania mexicana venezuelensis, Leishmania mexicana amazonensis, 

Leishmania braziliensis braziliensis, Leishmania braziliensis panamensis, 

Leishmania donovani y Leishmania major; donde se observó que todas las cepas 

probadas utilizadas cuentan con proteínas fosfatasas con epitopos y pesos 



 

moleculares semejantes a los de la proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana 

estudiada; lo cual es de gran importancia ya que esta molécula podría ser utilizada 

para el diagnóstico de Leishmania, aunque no así como diagnóstico diferencial 

entre especies de este parásito. 

El resultado observado en los lisados de promastigotes de las distintas cepas de 

Leishmania es el esperado ya que también se han clonado y estudiado este tipo 

de fosfatasas PP2C en L. chagasi, L. major y L. infantum (Burns, 1993) (Escalona, 

2007) (Farajnia, 2011); y los resultados de la comparación de la secuencia del gen 

25 de los genomas de L. mexicana y L. major dan como resultado proteínas con 

96% de homología, lo cual explica que los anticuerpos generados reconocen esta 

proteína de L. major con un peso molecular de 44.5 kDa. 

 

Figura 20. Secuencia teórica de aminoácidos de la PP2C de L. mexicana. Donde se muestra de color rojo los 

cuatro ácidos aspárticos necesarios para la actividad de la enzima y de color verde el motivo CX5R (sitio 

activo de PTP). 

 



 

VllI. CONCLUSIÓN 

La proteína fosfatasa PP2C recombinante de L. mexicana cuenta con las 

características bioquímicas típicas de las fosfatasas PP2C: 

• Tiene un peso molecular de 47 kDa 

• Actividad enzimática en pH alcalino, siendo el pH óptimo 8.0. 

• Requerimiento de cationes divalentes como Mg+2 y Mn+2 para ser 

catalíticamente activas. 

• Es 10 veces más activa en presencia de Mn+2 que en presencia de Mg+2. 

• Es insensible a la inhibición por ácido okadaico y por inhibidores clásicos de 

PTP; sin embargo, es inhibida por la sanguinarina en concentraciones 

micromolares  

• Los anticuerpos α-PP2C de L. mexicana generados en este trabajo 

reconocen PP2C en extractos de promastigotes de distintas cepas de 

Leishmania en pesos moleculares a los esperados para este tipo de 

proteínas que oscilan entre 40 a 50 kDa. 

IX. PERSPECTIVAS 

• Localización de la proteína fosfatasa PP2C en promastigotes y amastigotes 

de L. mexicana. 

• Determinar la función de la proteína fosfatasa PP2C en el parásito. 

• Inocular la proteína fosfatasa PP2C de L. mexicana en ratones y observar si 

se tiene un efecto protector contra la infección. 

• Obtener el anticuerpo monoclonal de la proteína fosfatasa PP2C de L. 

mexicana;  y determinar si pueden ser utilizados en una prueba diagnóstica 

de Leishmania spp. 
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