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El presente trabajo comprende dos secciones, la seccion A que trata la parte
de la ldentificacion de los sustratos enddgenos para las proteinas tirosina
fosfatasas EhPTPA y EhPTPB de Entamoeba histolytica; y la seccion B que
comprende el efecto del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides sobre

la actividad PTPasa de EhPTPB y analisis de interaccion por docking.
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SECCION A

Identificacién de los sustratos enddgenos para las proteinas
tirosina fosfatasas EhPTPA y EhPTPB de Entamoeba

histolytica

Resumen

El genoma de Entamoeba histolytica el agente causal de la amibiasis, tienen
dos genes que codifican para las proteinas tirosina fosfatasas clasicas EnPTPA
y EhTPB, cuya funcion sigue siendo desconocida. Debido a esto, es importante
identificar los sustratos para estas PTPasas, para entender el papel que estas
proteinas juegan en la biologia del parasito y en sus mecanismos de
patogenicidad. Para cumplir este propdsito, estas PTPasas fueron sometidas a
mutagénesis sitio dirigida en los aminoacidos involucrados en su mecanismo
catalitico. Las proteinas mutantes EhPTPAD177A, EhPTPAQ294A,
EhPTPBD167A y EhRPTPBC203S obtenidas, mostraron actividad enzimatica
disminuida o nula, en comparacion a las proteinas nativas y, fueron capaces de
capturar sustratos enddgenos. Nosotros concluimos que el uso de mutantes de
PTPasas de Entamoeba histolytica, constituyen una herramienta muy util para

la identificacion de nuevos sustratos de otras PTPasas de E. histolytica.



Abstract

The genome of Entamoeba histolytica, the etiological agent of amoebiasis,
presents two genes that codify for the classic protein tyrosine phosphatases
EhPTPA and EhPTPB which functions are still unknown. In accordance to this,
it is important to identify substrates for these PTPases to understand the role
that these proteins play in parasite biology and pathogenicity mechanisms. For
this purpose, these PTPases were subjected to directed mutagenesis of the
amino acids involved in the catalytic mechanism. The obtained mutant proteins,
EhPTPAD177A, EhPTPAQ294A, EhPTPBD167A and EhPTPBC203S, showed
decreased or nule enzymatic activity compared to the native proteins and were
able to capture endogenous substrates. We concluded that our mutant
PTPases from E. histolytica will constitute a valuable tool for the identification of

new substrates to other PTPases from E. histolytica.



I) Antecedentes

1. Amibiasis.

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario entérico exclusivo de
los humanos y agente causal de la amibiasis, la cual se caracteriza en su fase
invasiva por la destruccion de células y matriz extracelular del huésped. El
trofozoito, la forma movil e infectiva del parasito, puede residir en el intestino
humano y ocasionalmente invadir la mucosa intestinal, penetrarla, y migrar a
otros 6rganos, tales como el higado, pulmones o cerebro.

Pocos patdgenos son tan apropiadamente llamados como es el caso de
E. histolytica, ya que la caracteristica principal en esta la amibiasis es la
capacidad del protozoario de lisar células, resultando en destruccion masiva del
tejido, causando asi los dos principales sindromes clinicos de la amibiasis: la

colitis amibiana y el absceso hepéatico amibiano (Ravdin, 1995).

2. Epidemiologia.

La amibiasis es la infeccion del tracto gastrointestinal causada por E.
histolytica, ésta es la segunda causa de muerte por enfermedad parasitaria en
el mundo superada solo por la malaria. Se estima que el 10% de la poblacion
mundial esta infectada, y el 90% de estas personas son asintomaticas. Se
presentan aproximadamente 50 millones de nuevos casos anuales que
desarrollan amibiasis intestinal de los cuales 100,000 son fatales (Ravdin,
1995).

Se estima que el 10 % de individuos con colitis amibiana desarrolla
absceso hepatico amibiano. La amibiasis es de mayor prevalencia en paises en
desarrollo situados en los tropicos, sin embargo se ha observado un
incremento en paises desarrollados por personas que han viajado a los
tropicos (“Amoebiasis and its control,” 1985; Ravdin, 1995). Entamoeba dispar,
una amiba morfolégicamente similar a E. histolytica que también coloniza el

intestino humano ha sido reconocida recientemente como una especie



diferente sin potencial invasivo, lo cual tiene grandes implicaciones en la
epidemiologia de la amibiasis, ya que la mayoria de las infecciones
asintoméaticas se atribuyen a esta amiba no invasiva (Clark, 1998; Espinosa-
Cantellano and Martinez-Palomo, 2000).

México es considerado como un pais endémico en cuanto a infecciones
por amibas, en donde la infeccién por E. histolytica es un problema de salud
publica serio. La incidencia para la amibiasis intestinal y el absceso hepéatico
amibiano durante el afio 2000 fue de 1,353.43 y 6.3 por 100,000 habitantes
respectivamente, de acuerdo a reportes de la Secretaria de Salud del gobierno
del Distrito Federal. (Ramos et al., 2005).

3. Ciclo de vida.

El ciclo de vida de E. histolytica incluye las formas de quiste y de
trofozoito. La forma invasiva de E. histolytica, el trofozoito, tiene un tamafio de
alrededor de 60 um de diametro, y dependiendo del microambiente intestinal, la
movilidad y la formacion de seuddpodos es rapida y unidireccional. Los
trofozoitos viven en el lumen del intestino grueso donde se multiplican y se
diferencian a quistes, la forma resistente para la transmision de la infeccion,
los cuales tienen alrededor de 8.5 a 19 pym de diametro. Los quistes son
excretados en las heces y pueden ser ingeridos por un nuevo hospedero via
alimentos o agua contaminada con estas formas infectantes.

Los quistes no pueden desarrollarse dentro de los tejidos, ya que el
enquistamiento de los trofozoitos ocurre solamente en la luz del intestino
grueso. Cada trofozoito da lugar a un quiste con cuatro nucleos (como
resultado de dos divisiones nucleares), los cuales pueden eliminarse por las
heces que, a su vez, contaminan el agua o los alimentos y son ingeridos por
otro huésped. Los trofozoitos tienen una vida corta fuera del cuerpo y no
sobreviven durante el pasaje por el tracto intestinal, por lo cual no pueden
transmitir la enfermedad. En contraste, los quistes pueden permanecer viables
en un ambiente hostil y por lo tanto permanecer infectivos por varios dias.

Los trofozoitos son comensales en el lumen del intestino, donde se
multiplican por fisiéon celular y se diferencian a quistes, la forma resistente y

4



responsable de la transmision de la infeccion. Una vez que los quistes son
ingeridos por via oral se desenquistan en el ileon terminal del intestino, donde
dan lugar a ocho trofozoitos uninucleados potencialmente invasivos, los cuales
pueden invadir la pared del intestino grueso y generar Ulceras (amibiasis
intestinal). La invasion puede extenderse a otros érganos como el higado,
pulmén y cerebro (amibiasis extra intestinal) (Fig. 1) (Bruckner, 1992;
Espinosa-Cantellano and Martinez-Palomo, 2000).

Ingestion de 3gua o Amentos contaminados
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Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. La infeccibn normalmente inicia por la
ingestion de alimentos o agua contaminados con materia fecal conteniendo los quistes de E.
histolytica. El quiste la forma infectiva del parasito sobrevive el paso a través del estbmago y
del intestino delgado. El desenquistamiento ocurre en el lumen del intestino delgado, donde los
trofozoitos la forma mdavil y potencialmente invasiva son liberados. En la mayoria de las
infecciones, los trofozoitos agregados en la capa de mucina del epitelio intestinal forman
nuevos quistes, dando origen a una infeccion autolimitada y asintomética. En algunos otros

casos, la adherencia y la lisis del epitelio del colon, mediado por la lectina especifica de
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galactosa y N-acetil-D-galactosamina, da origen a la invasion del colon por los trofozoitos. Los
neutréfilos responden a la invasion contribuyendo al dafio celular en el sitio de la invasién. Una
vez que el epitelio es invadido, la invasion extraintestinal al peritoneo, higado y otros puede
estar acompafiada. Otros factores que controlan la invasion, diferentes al enquistamiento,
pueden incluir “quorum sensing” a través de la sefal la lectina especifica de Gal/GalNac las
interacciones de la amiba con la flora bacteriana del intestino, y la respuesta inmune innata y

adquirida del hospedero.

4. Factores de virulencia de Entamoeba Histolytica.

El primer paso en la invasion del intestino por E. histolytica es la union
de los trofozoitos a las células epiteliales del colén, en donde la principal
molécula implicada en este proceso es una lectina especifica de galactosa/N-
acetilgalactosamina (Fig. 2). Por otra parte, se ha observado que el contacto
entre los trofozoitos y proteinas de la matriz extracelular como es la
fibronectina (FN), activa cascadas de sefalizacion en donde intervienen la
proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa A (PKA) originando rearreglos del
citoesqueleto de actina lo que facilita la adhesion y la invasion (McLaughlin and
Dixon, 1993).

E. histolytica tiene una gran capacidad citolitica pero las bases
moleculares ain no se conocen por completo. Algunas moléculas efectoras
importantes que confieren a E. histolytica su capacidad citolitica son los
amebaporos, una familia de tres péptidos pequefios capaces de formar poros
en las bicapas lipidicas de las células. Los amebaporos se encuentran dentro
de granulos citoplasmaticos y al haber contacto con la membrana de la célula
blanco pueden exocitarse (Leippe et al., 1991).

Se ha observado en modelos animales de absceso hepatico amibiano,
que E. histolytica causa apoptosis de los hepatocitos, por lo que las células del
epitelio humano también podria ocurrir este proceso. Se ha sugerido que las
proteinas del amebaporo participen tanto en las vias liticas como apoptoticas
(Fig. 2), ya que se ha observado que concentraciones subliticas de las
proteinas formadoras del amebaporo pueden inducir apoptosis en las células

blanco (Berninghausen and Leippe, 1997; Huston et al., 2003).



Por otra parte, se ha observado que la interaccion de los trofozoitos con
células T origina alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular, la
cual esta asociada con la defosforilacion de las proteinas de las uniones
estrechas, como son ZO-2 y la pérdida de ZO-1. En la actualidad, se
desconoce qué moléculas amibianas participan en este proceso, pero se ha
observado que estos cambios son dependientes de contacto (Li et al., 1994;
Samuel L. Stanley and Reed, 2001).

Las cisteina proteinasas liberadas por E. histolytica juegan un papel muy
importante en la invasion e inflamacion del intestino (Fig. 2), se han identificado
20 genes que codifican para cisteina proteasas, de los cuales de 6 a 8 se
expresan en trofozoitos en cultivo (Bruchhaus et al., 2003). Estas proteasas
son secretadas por los trofozoitos al medio, y E. histolytica a diferencia de E.
dispar secreta de 10 a 1,000 veces més actividad de las cisteina proteasas
(Reed et al., 1989). La mayoria de la actividad de estas proteasas se atribuye
a: EnCP1, EhCP2 y EhCP5 (Bruchhaus et al., 1996). Estas cisteina proteasas
pueden degradar componentes de la matriz extracelular e inducir cambios

citopaticos en las células del huésped.

Las proteinas tirosina fosfatasa (PTPAsas), juegan un papel importante
en la virulencia de E. histolytica, ya que se les ha asociado con algunos
procesos de relevancia en la colonizacién de la mucosa intestinal, llevando
acabo la disrupcion del citoesqueleto de actina de las células del hospedero y
la desadherencia de las células HelLa en cultivo (Aguirre-Garcia et al., 2003;
Anaya-Ruiz et al., 2003).
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Figura 2. Modelo para el dafio al tejido por Entamoeba histolytica en la
colitis amibiana. (a) Los trofozoitos se adhieren a las células del epitelio intestinal y las
lisan por citolisis mediada por contacto originando necrosis celular. Las células que mueren por
necrosis litica liberan IL-1a. (b) Células del epitelio intestinal en contacto con trofozoitos
podrian morir también por apoptosis, con liberacién de IL-1a. La IL-1a puede activar células

distales al sitio de infeccion a través del NF-k para producir mas IL-1a. Este proceso puede
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ser facilitado por cisteina proteinasas (EhCPs), que pueden convertir precursores de IL-1a a la
IL-1a madura. (c) Las citocinas y quimiocinas liberadas por las células epiteliales atraen
macréfagos y neutréfilos al sitio de la infeccion. La transmigracion de los neutréfilos a la
superficie del lumen puede crear canales que facilitan la invasion de los trofozoitos. Las EhCPs
pueden ayudar a la invasion directa del parasito por digestion de proteinas de matriz
extracelular, causando la disrupcion de las células epiteliales y la invasion de la submucosa. (d)
Los mediadores liberados por lisis de neutréfilos causan méas dafio a las células del epitelio
intestinal adyacente. Los macrofagos pueden liberar otros mediadores, como TNF-q,
contribuyendo a la inflamacion (Ackers and Mirelman, 2006).

5. Proteinas tirosina fosfatasas.

Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPasas) son criticas en la regulaciéon
de la transduccién de sefiales, ya que junto con las proteinas tirosina cinasas
(PTKs) regulan la fosforilacion reversible de residuos de tirosina en las
proteinas sujetas a procesos de fosforilacion, controlando de esta manera
procesos fisiolégicos fundamentales como son: crecimiento, diferenciacion,
ciclo celular, metabolismo y regulacién de la dinamica del citoesqueleto, por lo
qgue la desregulacién en el balance entre la acciéon de PTKs y PTPasas se ha
relacionado en el desarrollo de enfermedades humanas como autoinmunidad,
diabetes y cancer (Blume-Jensen and Hunter, 2001; Denu and Dixon, 1995;
Meza, 2000).

Las PTPasas en el genoma humano se clasifican en PTPs basadas en
cisteina clase | que incluyen las PTPs receptoras y no receptoras y de
especificidad dual y algunas PTPs atipicas que pueden tener como sustratos
acidos nucleicos; PTPs basadas en cisteina clase Il, incluye las PTPs de bajo
peso molecular y PTPs basadas en cisteina, y la clase Ill que incluye PTPs de
actividad dual (Fig. 3) (Alonso et al., 2004).

Definidas por su motivo C(X)5R, las PTPasas pueden ser divididas en
dos categorias principales: las PTPs clasicas especificas de tirosina que
comparten el motivo “(I/'V)HCSxGxGR(S/T)G” del sitio activo, donde x puede
ser cualquier aminoacido y las fosfatasas especificas duales (DSPs), las cuales
pueden llevar acabo la desfosforilacion de residuos de tirosina, serina y

treonina, asi como desfosforilar RNA vy lipidos (Andersen et al., 2004). Los



experimentos en los que se muta o modifica quimicamente el residuo de
cisteina del sitio activo, indican que este residuo es esencial para la actividad
enzimatica de las PTPasas, lo que muestra que todas las PTPasas emplean un

mecanismo catalitico comun (Andersen et al., 2004; Zhang et al., 1994).

A Class | Cys-based PTPs SUBSTRATE SPECIFICITY
— classical PTPs (38)~[ RPTPs (21) PTyr
NRPTPs (17) PTyr
—VH1-like (61)——— MKPs (11) PTyr, PThr
(DSPs)

—— Atypical DSPs (19) PTyr, PThr, mBNA
— Slingshots (3)

—— PRLs (3) PTyr
—— CDC14s (4) PThr
— PTENS (5) D3-phosphoinositides
—— Myotubularins (16) PI(3)P
B Class Il Cys-based PTPs (1)
LMPTP (1) PTyr

C Class lll Cys-based PTPs (3)

CDC25 (3) PTyr, PThr

Figura 3. Clasificacion de PTPs presentes en el genoma humano. Clasificacion
de PTPs basadas en cisteina clase | (verde), PTPs basadas en cisteina clase Il (amarillo claro)
y PTPs basadas en cisteina, clase Il (azul palido). La especificidad de sustrato de cada grupo

o clase de PTPasas se muestra a la derecha. Tomado de la referencia (Alonso et al., 2004).

5.1. PTPasas transmembranales, tipo receptor (RPTPasas).

Las PTPasas tipo receptor (RPTPs) tienen un dominio extracelular, una

Gnica secuencia transmembranal y generalmente dos dominios PTPasa
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citoplasmicos. Algunos miembros de esta familia incluyen CD45 y LAR. Este
tipo de PTPasas muestra una gran divergencia en la estructura de su dominio
extracelular N-terminal (Gebbink et al., 1993).

Los RPTPs son de patrticular interés debido a que algunos dominios
extracelulares son similares a aquéllos de las moléculas de adhesion celular
(CAMs), lo que sugiere que este tipo de PTPasas pueden tener funciones en el
desarrollo similares a las CAMs. El dominio extracelular parecido al de las
moléculas de adhesion incluye dominios de inmunoglobulinas, y repetidos de
FN tipo Ill. Otro motivo del dominio extracelular es el parecido a la anhidrasa
carbonica, y ademas poseen dominios altamente glicosilados. La presencia de
distintos dominios extracelulares en los RPTPs implica la existencia de ligandos
especificos para cada subfamilia de RPTPs (Ensslen-Craig and Brady-Kalnay,
2004).

5.2. PTPasas no transmembranales (NRPTPasas).

Las PTPasas no transmembranales (citoplasmicas) o intracelulares
tienen un solo dominio catalitico, y la secuencia de aminoacidos fuera de éste
dominio es muy divergente. Una de las funciones principales de las secuencias
que flanquean al dominio catalitico parece estar implicado en la localizacién
intracelular especifica (Mauro and Dixon, 1994). Las PTPasas se han
localizado en lugares especificos de las membranas en la célula (v.g. el reticulo
endoplasmico) asi como en el ndcleo. Algunas PTPasas tienen dominios
homologos a src 2 (SH2), que son blanco de receptores de factores de
crecimiento especificos, y otras PTPasas tienen estructuras que sugieren que
forman parte de la arquitectura del citoesqueleto celular (Bdlin and Wolf-Watz,
1988).

Un ejemplo de como estas secuencias blanco gobiernan la localizacion,
y probablemente también definen la especificidad de sustrato de las PTPasas,
fue descrito por McLaughlin y Dixon en 1993. Existe una PTP de Drosophila
que tiene dos distintas localizaciones intracelulares debido a que su gen es

procesado por “splicing” alternativo (McLaughlin and Dixon, 1993);
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especificamente en la region 3’ del mensajero. Esto resulta en la produccion de
dos transcritos de RNA que codifican para proteinas con diferentes extremos
carboxilos terminales. El extremo carboxilo terminal de la proteina larga
(designada p61/62m) contiene 24 aminoacidos hidrofobicos que sirven como
seflal de asociacion a membrana. La isoforma corta (designada p61/62n)
contiene una secuencia de 11 aminoacidos hidrofilicos con caracteristicas de
secuencias consenso de localizacion nuclear. La sobreexpresion de p61/62m
en células COS-1 permite la localizacion de la proteina en la membrana de la
cadena reticular (reticulo endoplasmico) asi como a los organulos tipo
mitocondrias, a diferencia de p61/62n localizada Unicamente en el nucleo. El
andlisis cinético de las PTPasas asociadas a membranas o a nucleo no revela
una diferencia en la actividad catalitica o preferencias de sustrato. Estos
resultados sugieren que la actividad y la especificidad del sustrato de estas
isoformas estdn determinadas por su localizaciébn subcelular. La PTPasa
nuclear es particularmente interesante ya que podria funcionar regulando la
transcripcion de genes por la modulacion de factores de transcripcion
fosforilados en tirosina, o también podria funcionar en la regulacion del ciclo
celular (David et al., 1993).

Un subtipo de PTPasas intracelulares identificadas en C. elegans,
Drosophila y mamiferos contienen dominios SH2, los cuales se unen a
proteinas de sefalizacion fosforiladas en tirosina. Varias PTPasas como RPTP
LAR (antigeno relacionado a leucocitos), la PTPasa citosélica SHP2 y PTP1B
se han relacionado con la desfosforilacién del receptor para insulina, en donde
se ha comprobado que la PTP1B juega un papel importante en la regulacion de
la sefalizacion de este receptor. Por otra parte, PTP1B activa a la proteina
oncogénica c-Src por desfosforilacion de su inhibidor, y en varias lineas
celulares de cancer de mama se ha identificado a PTP1B como la principal
PTPasa capaz de desfosforilar y activar a c-Src indicando que la proteina

PTP1B funciona en varias vias de sefialacion (Zhan et al., 2001).
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5.3. PTPasas especificas duales (DSPs).

Las fosfatasas con actividad dual (DSPs) ejercen su actividad catalitica
sobre residuos fosforilados de Y/S/T, RNA, o lipidos in vitro. El modelo de esta
subfamilia es la proteina VH1 identificada en el virus vaccina, de tal manera
que las PTPasas que contienen un dominio catalitico parecido a VH1 se han
clasificado en este grupo, las PTPasas con esta actividad se han identificado
en levaduras y mamiferos (Jackson and Denu, 2001; Zhan et al., 2001).

Las fosfatasas con actividad dual y las proteinas tirosina fosfatasas
cldsicas comparten la secuencia motivo del sitio catalitico HCXXGXXRS(T),
sin embargo la similitud fuera de esta region es limitada. Algunas fosfatasas
con actividad dual incluyen a PAC1 y MKP1, las cuales actian sobre proteinas
cinasas activadas por mitdgenos (ERK-1 o MAPK) desfosforilando los residuos
criticos T-183 y Y-185 respectivamente para que la célula entre en mitosis
(Denu and Dixon, 1995).

5.4. PTPasas de bajo peso molecular (LMWPSs).

Varias proteinas fosfatasas de bajo peso molecular (LMWPSs) han sido
aisladas y su estructura tridimensional incluyendo las de levaduras y humano
ha sido resuelta (Andersen et al., 2004). Aunque su funcién no ha sido bien
definida, se ha comprobado que defosforilan sustratos fosforilados en tirosina
(Zhang, 1998), y se ha comprobado que la sobreexpresion de una LMWP en el
higado de bovinos en células normales y transformadas inhibe la proliferacién
celular (Jackson and Denu, 2001).

Con la excepcion de la secuencia del sitio catalitico C(X)5R(S/T), las
LMPWs no comparten homologia con otras PTPasas. Inicialmente se creia que
no habria similitud del sitio catalitico de las PTPasas con el de las LMWPs
debido a que el motivo compartido por las PTPasas se encuentra en el extremo
C-terminal, mientras que la secuencia CX5RS en las LMWPs se encuentra
inmediatamente después del N-terminal. Al igual que las PTPs, las LMWPs
contienen un residuo de aspartato conservado el cual se requiere para su
actividad (Barford, 1995).
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6. Mecanismo catalitico de las PTPs.

El mecanismo de catdlisis de las PTPasas comprende dos pasos
esenciales, el primero da origen a la formacién de un intermediario enzima—
fosfato y la liberacidn del producto via ataque nucleofilico del anion tiolato de la
cisteina catalitica, el segundo paso enzimatico requiere la hidrélisis del
intermediario enzima—fosfato para generar fosfato inorganico y la enzima
regenerada (Jackson and Denu, 2001; Zhan et al., 2001) (Fig. 4).

Se ha comprobado que los residuos conservados de cisteina son
esenciales en todas las familias de PTPasas, el valor de pKa de una cisteina
tipica en un péptido o proteina es aproximadamente 8.5, sin embrago el pKa de
la cisteina del sitio activo de las PTPasas tiene un pKa muy bajo desde 4.7
reportada en la PTP de Yersinia a 5.5 en VHR. El valor bajo de pKa de la
cisteina del sitio catalitico asegura que ésta este desprotonada en condiciones
fisiologicas a la forma tiolato (Guan and Dixon, 1991).
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Figura 4. Mecanismo catalitico sugerido para las proteinas tirosinas
fosfatasas. El primer paso en el mecanismo catalitico inicia por el ataque nucleofilico de la C
del sitio activo sobre el atomo de fésforo del sustrato unido, al mismo tiempo el D que funciona
como acido general, dona su protbn al grupo oxigeno saliente, el estado intermedio
fosfoenzima es hidrolizado por una molécula de agua en una segunda reaccién de
desplazamiento, dandose lugar a la restructuracion de la enzima y la liberacion de fosfato

inorganico (Kolmodin and Aqvist, 2001).
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En la union al sustrato se forman varias interacciones ionicas entre los
residuos fosfato y el sitio activo. El residuo de arginina conservado en el sitio
activo interacciona con dos atomos de oxigeno del grupo fosforil; si este
residuo de arginina es remplazado con lisina o alanina, estas interacciones no
ocurren y la Ky, se incrementa 30 veces y la Kea disminuye aproximadamente
8,000 veces. Después de la union del sustrato, la cisteina tiolato lleva a cabo
un ataque nucleofilico sobre residuos de Y-P, S-P o T-P formando un
intermediario tiol-fosfato y productos desfosforados. El residuo de cisteina
conservado se localiza en la base del sitio activo y se posiciona exactamente
debajo del grupo fosfato de los sustratos. Los sustratos se localizan de tal
manera que el ataque nucleofilico por la cisteina tiolato esta en linea con el
enlace del grupo fosfato P-O, lo cual permite la oportuna expulsion del grupo

saliente desde el sitio activo (Jackson and Denu, 2001).

7. Importancia biol6gica de las PTPs.

La fosforilacion en tirosina de diversas proteinas es una modificacion
postraduccional comun con lo cual se crean nuevos motivos de reconocimiento
para interacciones proteina-proteina, localizacion celular, y control de la
estabilidad de la proteina, entre otras funciones (Zhang, 2005). Comparado a la
fosforilacién en general, la que ocurre en tirosina es utilizada ampliamente en
eucariontes multicelulares (Alonso et al., 2004). En el medio celular, los niveles
de fosforilacion de proteinas son controlados dinaAmicamente por las proteinas
tirosina cinasas, las cuales catalizan la adicién de grupos fosfatos a residuos de
tirosina, y las proteinas tirosina fosfatasas las cuales catalizan la eliminacion de
grupos fosforil.

Bajo condiciones normales un balance apropiado de la actividad entre
PTKs y PTPasas es responsable de diversos procesos fisiologicos como son
crecimiento celular, diferenciacion, metabolismo, progresién del ciclo celular,
comunicacién celular, trascripcion de genes, actividad de canales ionicos,
respuesta inmune y apoptosis (Hunter, 1998; Zhang, 2005). Por otro lado, la
desregulacion de la actividad de las PTPasas en eventos de diferenciacion,
crecimiento celular, movilidad y proliferacion, puede llevar a una sefializacion
aberrante que a su vez conduce al desarrollo de varias enfermedades en el
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humano como céancer, diabetes, inflamacién, autoinmunidad, y enfermedades
infecciosas. En consecuencia la modulacion de la actividad de las PTPs influye
directamente en las vias de sefalizacion celular (Dubé and Tremblay, 2005).

El balance en los niveles de fosforilacion en tirosina se afecta en células
transformadas y en desérdenes metabdlicos, debido a la actividad desregulada
de las PTKs como son src, Ick, y neu las cuales pueden funcionar como
oncogenes. Se cree que por lo menos alguna PTPasa funciona como supresor
de proteinas oncogénicas, como es el caso de la fosfatasas PTEN y MMAC1
gue se han encontrado mutadas en varios tipos de cancer como el de mama,
de cerebro, y prostata. Mutaciones de los genes PTEN/MMACL1 en lineas
germinales se han relacionado a un sindrome de céncer autosémico
dominante, al sindrome de Cowden que esta asociado con lesiones benignas
de la piel, mama y tiroides (Cantley and Neel, 1999; Zhang, 1998).

El antigeno comun de leucocitos CD45 es un receptor transmembranal
(RPTP) que se expresa exclusivamente en células hematopoyéticas, y juega un
papel positivo en la sefalizacion de las células T y B. Se ha visto que ratones
knockout en CD45 estan severamente inmunocomprometidos, y presentan un
desarrollo deficiente de timocitos y una respuesta reducida de células B. Esto
resalta la importancia de CD45 en la regulacion de la sefalizacion de
receptores de antigenos (Byth et al., 1996).

La diabetes tipo 2 es el desorden metabdlico mas comun en el mundo.
Un mecanismo importante en la regulacion de la sefializacion por la insulina es
mediado por las PTPs, ya sea actuando sobre los receptores de insulina o
sobre sus sustratos (Dubé and Tremblay, 2005). De esta forma las PTPasas se
han relacionado en la regulacién negativa de la sefializacion por insulina, y se
ha especulado que el incremento de la actividad de miembros de esta familia
puede contribuir a la resistencia a la insulina. La fosfatasa PTP1B se ha

relacionado directamente con esta enfermedad (Andersen et al., 2004).

8. Mecanismo de regulacién para las proteinas tirosina fosfatasas.

En general, la actividad de PTP no es dependiente de las
modificaciones post-traduccionales como acetilacion, metilacién, o fosforilacion,
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entre otras, porque la mayoria de las PTPs recombinantes expresadas y
purificadas en bacterias conservan una alta eficiencia catalitica. La actividad
fosfatasa de las PTPs depende de por lo menos tres mecanismos reguladores:
la regulacion por interacciones intramoleculares o intermoleculares, oxidacion
del residuo de cisteina en el sitio catalitico y la fosforilacion de los residuos de

tirosina en las fosfatasas (Jackson and Denu, 2001).

8.1. Regulacion por interacciones intra e intermoleculares.

La proteina MKP-3 es una PTPasa de especificidad dual que muestra un
alto grado de selectividad para ERKs sobre otros cinasas tales como cinasa c-
jun NH2-terminal/proteina cinasa activada por estrés (JNK/SAPK) o la cinasa
MAP p38. Se ha demostrado que MKP-3 puede ser activada por la union a
ERK2 a su dominio no catalitico. La estructura de cristalografia de rayos X del
dominio catalitico de Pystl (MKP-3) revelé una estructura similar a la de VHR.
Sorprendentemente, el motivo del acido general fue volteado 20 A fuera de la
hendidura del sitio activo (Stewart et al., 1999).

Con base en la cristalografia de rayos X del dominio catalitico D1 de
RPTPa se ha propuesto un mecanismo de regulacién. RPTPa presenta en el
motivo N-terminal un hélice-vuelta-hélice que puede ser insertada en el sitio
activo D1, observacién que llevé a Bilwes y cols a proponer que la dimerizacion
del dominio catalitico D1 en RPTPa puede ser un método de regulacion y
también pudiera ser extrapolado a otras RPTPs (Bilwes et al., 1996). La
importancia fisiolégica de dimerizacion se ha apoyado en estudios con la
RPTPasa CD45, la cual es requerida para la sefializacion de las células By T.
Una quimera que contiene la region intracelular de CD45 y el dominio
extracelular del receptor EGF fue introducida en células que carecen de funcién
CD45. La actividad de la enzima quimera EGF-CD45 expresada en una linea
celular T fue inhibida por dimerizacion inducida por EGF resultando en la
inhibicion de la sefalizacion de las células T (Majeti et al., 1998).

Aungue las interaccién entre los dominios de D1/D2 de muchas RPTPs
puede ayudar a regular la actividad de tirosina fosfatasa, el descubrimiento de
pleiotropismo de PTN, como un ligando regulador in vitro e in vivo de RPTP,
ha complicado entender cémo son reguladas las RPTPs. PTN es una citocina

18



de unién a heparina de 18 kDa que sefializa una variedad de fenotipos
diferentes en las células, que van desde diferenciacion hasta crecimiento. A
este respecto se demostrado que la sobreunion de PTN a RPTP reduce la
actividad catalitica de fosfatasa resultando en el incremento de los niveles de

proteina B-catenina fosforilada (Meng et al., 2000).

8.2. Regulacion oxidativa del sitio catalitico.

Los agentes oxidantes juegan un papel importante en muchos procesos
bioldgicos, incluyendo la regulacion de las funciones de factores de crecimiento
y vias de traduccién dependiente de fosforilacién, y se ha propuesto que
algunos de estos efectos inducen la inhibicion de PTPs, ya que evidencias
confirman que las PTPs son reguladas oxidativamente in vivo (Suzuki et al.,
1997).

Se ha demostrado que la sobreunién de receptores de superficie celular
induce un aumento en las concentraciones intracelulares de perdxido de
hidrogeno (H.0-) en células de mamiferos. A este respecto, se ha demostrado
qgue el EGF induce la formacion de H,0O, afectando la actividad de la PTP1B en
células de carcinoma epidermal A431 (Bae et al., 1997). Otras evidencias que
apoyan la propuesta de que las PTPs pueden ser reguladas a través de
mecanismos redox fueron observadas usando LAR, PTP1 y VHR, encontrando
gue estas fosfatasas son sensibles a la inhibicion por H,O,, y que la actividad
puede ser revertida por la adicion de agentes reductores como el DTT (Denu
and Tanner, 1998).

8.3. Regulacioén por fosforilacion.

La regulacion de procesos celulares es muy compleja y puede involucrar
varios mecanismos. Uno de los mas comunes, es a través de la
fosforilacién/desfosforilacion de sus componentes. La mayoria de las PTPs
actian sobre enzimas reguladoras que controlan eventos celulares
importantes. La defosforilacion de ERK2 por MKP-3, por ejemplo, resulta en la

pérdida de actividad de cinasa y de los eventos de sefalizacion celular.
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Paradé¢jicamente, algunos de los PTPs son fosforiladas. Algunos reportes han
identificado la fosforilacion de la PTP CD45 en células T como un evento que
puede regular su actividad (Wilson and Kaczmarek, 1993).

Uno de los mejores ejemplos en los que se ha estudiado la fosforilacion
de las PTPs es en las fosfatasas de especificidad dual como Cdc25A, Cdc25B
y Cdc25C que participan en la regulacion del ciclo celular. Se ha demostrado
que la fosforilacion de Cdc25A en la fase S del ciclo celular es dependiente de
la actividad del complejo cinasa Cdk2/ciclina E, lo cual resulta en un aumento
de 2 a 3 veces en la fosforilacion de Cdc2A. La fosforilacion de Cdc25C es
requerida para la defosforilacion y activacion subsiguiente del complejo
Cdc2/ciclina B dentro de la fase M del ciclo celular. Ademas, la fosforilacion de
Cdc25C por Cdc2/ciclina B resulta en un aumento 4-5 veces en la actividad de
fosfatasa. Interesantemente Cdc25B también es fosforilada, pero no se observé
un incremento en su actividad enzimética ni tampoco su participacion con los
complejos de Cdc2/ciclina como se observé con Cdc25A y Cdc25C. No esta
claro si lo fosforilacion permite una mayor estabilidad a la enzima o si la
protege de la degradacion de proteasas (Baldin et al., 1997).

La fosfatasa PTP-1B también requiere de fosforilacion. La PTP-1B
contiene tres sitios de fosforilacion en serina (352, 378 y 386), que dependen
de la actividad de diferentes cinasas (Shifrin et al., 1997), los cuales son
fosforilados durante la transicion de la fase G2 a M del ciclo celular (Flint et al.,
1993). Otro sitio de fosforilacion (S-50), que depende de las cinasas de
especificidad dual CLK1 y CLK2, es importante para la actividad enzimatica, ya
gue su fosforilacién resulta en un aumento de 3-5 veces su actividad (Moeslein
et al., 1999).

Se ha mostrado que PTP-1B desfosforila varias proteinas en respuesta a
la insulina a través de la formacién de un complejo con el receptor de la
hormona. Esta interaccion depende de la fosforilacién de residuos de Y-66 y Y-
152/153, ya que mutaciones en estos residuos reducen sustancialmente los
niveles de PTP-1B fosforilada asi como la interaccion con el receptor (Liu and
Chernoff, 1997).
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9. PTPasas y sefalizacion.

Uno de los mecanismos mas comunes de regulacion de procesos
celulares es a través de fosforilacion/desfosforilacion, lo cual altera a las
proteinas blanco por la induccion de cambios conformacionales, creando sitios
de unidén para otras proteinas y causando relocalizacién subcelular. La mayoria
de las PTPs acttan sobre enzimas reguladoras que controlan eventos celulares
importantes. La desfosforilacion de ERK2 por MKP-3, por ejemplo, resulta en la
pérdida de actividad de cinasa y terminacion de los eventos de sefializacion
célular. Algunas fosfatasas con actividad dual incluyen a PAC1 y MKP1, las
cuales actian sobre proteinas cinasas activadas por mitégenos (ERK-1 o
MAPK) desfosforilando los residuos criticos T-183 y Y 185 respectivamente
para que la célula entre en mitosis (Denu and Dixon, 1995).

PTP20, una PTPasa citoplasmica de células granulosas de ovario de
rata, se une a proteinas como csk, c-Abl, y otras cinasas relacionadas a Src,
que son proteinas que participan en la reorganizacion del citoesqueleto
(Tatosyan and Mizenina, 2000; Van Etten, 1999); sin embargo, PTP20 induce
la reorganizacion del citoesqueleto de actina por desfosforilacion de p190
RhoGAP (Shiota et al., 2003).

Por otra parte, las interacciones entre las células y los componentes de
la matriz extracelular son esenciales para el mantenimiento de la diferenciacion
celular, sobrevivencia y movilidad. Estas interacciones son gobernadas por las
integrinas que son proteinas heterodiméricas transmembranales que pueden
unir a mualtiples moléculas extracelulares y pueden nuclear estructuras de
adhesion conocidas como adhesiones focales (Parsons, 2003; Schwartz,
2001). La union de las integrinas conduce a la autofosforilacion de la cinasa de
adhesion focal (FAK), la activacion de la proteina tirosina cinasa (PTK) pp60°*®
conduciendo a una cascada de fosforilaciones en tirosina rio abajo (Schaller et
al.,, 1994). Para la desunion y migracién celular, la fosforilacion de los
componentes de las adhesiones focales debe ser reversible (Schwarzbauer,
1997). Esta accion es realizada por las PTPs, por mencionar un ejemplo,
fibroblastos deficientes en PTP-PEST presentan un incremento en el nimero
de adhesiones focales, incrementandose la fosforilacion de p130cas, paxilina,

FAK vy presentando defectos en la movilidad celular (Angers-Loustau et al.,
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1999), por tanto PTP-PEST participa en la regulacion de la formacion de

adhesiones focales.

10. PTPasas y microorganismos.

La interferencia en la maquinaria de sefalizacibn es una estrategia
usada por diferentes organismos tales como Yersinia, Leishmania vy
Mycobacterium sp, como una forma de evadir o inhibir los mecanismos
celulares de defensa del hospedero (Teixeira & Mann, 2002). Estos patégenos
tienen en comun la habilidad para modular eventos de fosforilacién en tirosina
por la secrecién o activacion de PTPasas (Bliska et al., 1991; Dixon, 1996).

Las PTPasas encontradas en bacterias pertenecen a dos familias de
enzimas. La primera familia incluye PTPasas convencionales parecidas a las
eucariodticas y fosfatasas con especificidad dual. La segunda familia comprende
enzimas acidicas pequefias denominadas PTPasas de bajo peso molecular las
cuales se encuentran tanto en organismos eucariéticos como procariéticos
(Cozzone et al., 2004).

Estudios recientes indican que las PTPs pueden estar relacionadas con
la patogénesis de infecciones intracelulares, por ejemplo, la exposicion de
macrofagos a Yersinia pseudotuberculosis, provoca defosforilacion de
proteinas celulares interrumpiendo el proceso de fagocitosis por los
macrofagos (Bliska et al., 1993). Este efecto se le ha atribuido a la PTPasa
YopH de Y. pseudotuberculosis que inhibe la fagocitosis a través de la
desestabilizacion de las fibras de actina.

La PTPasa YopH de Yersinia fue identificada por investigacion en la
base de datos y se encontré que tiene un dominio similar al de las PTPasas de
mamiferos (Guan and Dixon, 1990). Ya que no se han identificado proteinas
fosforiladas en tirosina en un gran nimero de bacterias, es posible que la
PTPasa de Yersinia (codificada por el gen yopH) esté involucrada en la
virulencia de la bacteria, ya que el gen yopH es requerido para la patogénesis
bacteriana (Bolin and Wolf-Watz, 1988). La proteina yopH se expresa en las
tres especies del genero Yersinia: Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis y Y.
pestis, el agente causante de la plaga bubodnica, el cual tiene la PTPasa mas
reactiva descrita a la fecha, lo que sugiere que la PTPasa participa activamente
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en el proceso de la enfermedad (Bolin and Wolf-Watz, 1988; Guan and Dixon,
1990). Esta observacién ha sido apoyada por experimentos en los cuales
mutaciones en el sitio activo donde se localiza la cisteina eliminan en la enzima
toda la actividad catalitica.(Guan and Dixon, 1991), lo cual genera una cepa de
Y. pseudotuberculosis no virulenta (Bliska et al., 1991). Estas observaciones
demuestran que las bacterias patégenas tienen PTPasas y que las fosfatasas
activas son determinantes para el efecto patogénico en la bacteria Yersinia.
Leishmania donovani tiene el potencial para influir en el estado de
fosforilacion de proteinas celulares, algunas de las cuales participan en los
mecanismos de defensa del hospedero, lo que puede favorecer la
sobrevivencia del parasito en el medio hostil del macréfago (Nandan and
Reiner, 2005). La fosforilacion de proteinas en células eucariotas se regula por
las PTKs y las PTPasas, de manera que Leishmania y otros patdgenos
intracelulares pueden afectar el estado de fosforilacién de proteinas celulares
por influencia sobre la actividad o localizacion subcelular de las cinasas o

fosfatasas celulares o ambas (Cozzone et al., 2004; Nandan and Reiner, 2005).

11. Fosfatasas y Entamoeba histolytica.

La modulacién de las vias de sefializacion basadas en la fosforilacion en
tirosina representa un mecanismo importante por el cual los patégenos pueden
interferir en los procesos bioldgicos de las células del hospedero. Se ha
demostrado que E. histolytica induce la rapida desfosforilacién de proteinas en
células CHO y Jurkat (Teixeira and Mann, 2002). La defosforilacion inducida
por E. histolytica requiere de contacto entre la amiba y la célula huésped
mediada por la lectina Gal/GalNAc y algunos otros receptores (Flores-Robles et
al., 2003). El influjo de calcio intracelular después del contacto de la amiba con
la célula blanco puede disparar la desfosforilacién en la célula blanco (Teixeira
and Mann, 2002).

En la actualidad algunos estudios se han enfocado en el papel que
juegan las fosfatasas acidas (APs) en la patogénesis, demostrando que las
APs son esenciales para la sobrevivencia de parasitos como Leishmania
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donovani y Legionellla micdadei. Diferentes reportes en Leishmania sp
describen dos tipos de APs, una que es secretada al medio de cultivo (SAP) y
una que se encuentra unida a la membrana (MAP) ambas con diferencias en
peso molecular y propiedades bioquimicas (Lovelace et al., 1986) (52). Por su
parte E. histolytica posee actividades tanto de SAP como de MAP al igual que
E. dispar, la cual posee la actividad pero es incapaz de secretarla. Esto sugiere
que las APs pueden ser un factor importante del mecanismo patogénico de
este parasito (Aguirre-Garcia et al., 2000).

Otros estudios han demostrado que la fosfatasa acida secretada (SAP)
por E. histolytica posee actividad de PTPasa, la cual tiene un efecto de
disrupcion de las fibras de actina del citoesqueleto de células Hela, indicando,
que la PTP secretada puede tener un papel citotoxico durante la infeccién por

E. histolytica (Anaya-Ruiz et al., 2003; Talaméas-Rohana and Meza, 1988).

En el laboratorio se han clonado los genes para las PTPasas EhPTPA 'y
EhPTPB las cuales carecen de alguna secuencia transmembranal. Tanto la
EhPTPA como la EhPTPB ya han sido expresadas, y se ha comprobado su
actividad de PTPasa in vitro, esta actividad fue inhibida por orto-vanadato (1-5
mM), inhibidor especifico de las PTPasas, y por extractos de Chenopodium
ambrosioides, una planta utilizada para el tratamiento de parasitos intestinales.
Estos extractos también inhibieron el crecimiento de los trofozoitos. De
acuerdo a los resultados encontrados, se ha propuesto que la EhPTPA puede
ser un gene de respuesta a estrés o un gen temprano de respuesta adaptativa
expresado por los trofozoitos de E. histolytica durante el desarrollo de absceso
hepatico amibiano (ALA) (Herrera-Rodriguez et al., 2006); también se encontrd
que tanto la EhPTPA como EhPTPB se localizan en la superficie y en el
citoplasma del parasito, al parecer la EhPTPA no participa en la
reestructuracion del citoesqueleto de actina sin embargo la participacién de
EhPTPB aun no ha sido evaluada.

En el grupo de trabajo, por medio de la técnica de Far-western blot se
identificaron posibles sustratos de EhPTPA, de pesos moleculares que van
desde 164, 75, 52, 48, 44.5, 30, 28, 27.5, y 18 kDa. En este sentido y para
entender mejor la participacion de estas PTPasas en la biologia de la amiba, es

necesario el uso de técnicas que nos permitan aislar e identificar los sustratos
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de estas PTPasas. Para lograr esto, se ha utilizado ampliamente la técnica de
generacion de mutantes de estas proteinas, en el sitio catalitico, lo cual ha
sido una herramienta muy 0til para entender la participacion de estas enzimas

en los procesos bioldgicos.

12. Especificidad de las PTPs por su sustrato.

Las PTPasas clasicas son especificas para proteinas que contienen p-Y,
por lo que son incapaces de desfosforilar proteinas que contienen p-S y pT.
Los aminoacidos p-Y localizados hacia el N y C-terminal confieren afinidad
adicional; por ejemplo PTP1B, muestra una preferencia por residuos &acidos
hacia el extremo N-terminal que preceden el residuo p-Y y para el extremo C-
terminal residuos hidréfobos (Barford et al., 1998). La base molecular para la
especificidad de sustrato, es el resultado de las dimensiones de la hendidura
del sitio catalitico, que mide aproximadamente 9 A en la base, donde la C
nucleofilica esta colocada en la entrada de esta hendidura. Un componente
estructural clave en la hendidura catalitica lo proporciona el “loop” de
reconocimiento de p-Y, formado por una secuencia conservada KNRY
(residuos 43-46 de PTP1B). El residuo Y de este motivo se empalma contra los
anillos fenil de la p-Y del sustrato y es critico en la definicién de la profundidad
de la hendidura de sitio catalitico (Tonks et al., 1988).

Otros residuos no polares presentes dentro del loop de reconocimiento
p-Y, se encuentran en la secuencia WPD. Un residuo de D presente dentro del
loop de reconocimiento forma puentes de hidrégeno con grupos amino de la
cadena principal. Esto induce al residuo p-Y a adoptar una conformacién
helicoidal y entrar en la hendidura de sitio catalitico.

Los residuos &cidos presentes en NH,-pTyr del sustrato interactian con
residuos basicos sobre la superficie de la PTPasa, aumentando la preferencia
de esta enzima para péptidos con residuos acidos en estas posiciones. La
importancia de la profundidad en la hendidura del sitio catalitico como un
determinante en la especificidad de sustrato fue demostrada para la PTPasa de
Yersinia la cual es capaz de desfosforilar fosfatos alifaticos unidos a péptidos
(Dunn et al., 1996).
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13. Identificacion de sustratos de las PTPasas.

Las proteinas tirosina fosfatasas son reguladores esenciales de la
mayoria de los procesos de transduccion de sefiales, por lo que la
identificacion de sustratos de proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) es esencial
para entender la funcion fisiolégica de los miembros de esta familia.

Experimentalmente, las mutantes mas utilizadas para atrapar sustratos,
han sido aquéllas en las cuales la cisteina del sitio catalitico es cambiada por
una serina (C/S) sin afectar la uniéon de la PTPasa mutante al sustrato
fisiolégico, pero blogueando la catélisis del complejo formado y estabilizando la
interaccion E-S. (Xie et al., 2002), o aquellas mutantes en las cuales el &cido
aspartico del loop WPD se cambia por alanina (D/A) (D187 en PTP1B) que la
convierten en una enzima muy activa para atrapar sustratos.

Agazie y Hayman (2003) encontraron que la mutante SHP2-D/A (SHP2-
D425A) permanece ligeramente activa siendo una mala mutante para atrapar
sustratos. Por consiguiente desarrollaron una doble mutante para atrapar
sustratos, combinando las mutaciones C/S y D/A en una misma proteina. La
doble mutacion aumentd la sensibilidad para atrapar sustratos, comparado con
la mutacion sencilla C/S. Sin embargo, la doble mutacion en PTP1B-C/S-D/A
resulta en una mala mutante para atrapar sustrato, ya que no se une a las
proteinas fosforiladas comparada con la mutacion sencilla de PTP1B-D/A (Xie
et al., 2002).

Estos resultados sugieren que la doble mutante pudiera ser util sélo para
aumentar la capacidad para atrapar sustrato, y en el caso de las mutantes D/A,
ésta no es mejor que la mutante C/S. Debido a lo anterior, las PTP doble
mutantes (C/S-D/A) deben ser evaluadas para confirmar sus ventajas para
atrapar sustrato (Kolli et al., 2004a).

Cuando el sustrato se encuentra en pequefias cantidades, se debe
mejorar la capacidad de atrapar sustratos. Para este propdsito, se han
disefiado mutantes dobles (D/A-Q/A). La glutamina altamente conservada en el
sitio activo en PTP1B (Q262) participa en la catalisis a través de la
estabilizacion de la molécula de agua (con el acido aspartico del loop WPD)
gue ataca al intermediario C-PO3, liberando fosfato libre y reactivando a la

enzima. La mutacién sencilla Q262A ha sido usada para obtener una estructura
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de cristalografia del intermediario enzima-fosfato (Pannifer et al., 1998). Sin
embargo, con esta mutante no se logré identificar algun sustrato,
probablemente porque esta mutante todavia retiene su actividad en cierto
grado. No obstante, la doble mutante (D181A/Q262A en PTP1B) mostré un
aumento de seis a ocho veces en la capacidad para unirse al sustrato
comparada con las mutaciones sencillas D/A y C/S, convirtiéndola en mejor
mutante para atrapar sustrato. De esta forma, nuevos sustratos potenciales de
PTP1B fueron detectados usando la doble mutante de PTP1B-D181A/Q262A.
(Kolli et al., 2004a).

II) Justificacion

En el ambiente celular, diversos procesos son regulados por enzimas
tirosina cinasas Yy tirosina fosfatasas, por lo que, un desequilibrio en las
actividades enzimaticas responsables de la fosforilacién o la desfosforilacién en
tirosina trae como consecuencia la alteracion de procesos como diferenciacion,
proliferacion, migracién, fagocitosis, desordenes metabdlicos por mencionar
algunos.

Se ha comprobado, que diversos organismos patdégenos alteran el
equilibrio de los niveles de fosforilacién, principalmente de proteinas
fosforiladas en tirosina como es el caso de Yersinia pseudotuberculosis,
Leishmania donovani, Mycobacterium sp, Legionellla micdadei, entre otros,
esto hace importante el estudio de las PTPasas.

En Entamoeba histolytica se han identificado los genes EhPTPA vy
EhPTPB, que codifican para las proteinas con los mismos nombres, sin
embargo, actualmente no se conoce su funcién. Por esta razén es de gran
relevancia identificar los sustratos de estas PTPasas y con ello obtener
informacion de las interacciones que se llevan a cabo con proteinas que

participan en procesos biolégicos de relevancia para la amiba.
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Efecto del efecto del aceite esencial de C. ambrosioides sobre la actividad PTPasa de EhPTPB y andlisis por docking -
lIl) Hipotesis

Las PTPasas EhPTPA y EhPTPB de Entamoeba histolytica
interaccionan con proteinas involucradas en estos eventos como adhesion,
migracion, proliferacion, trafico vesicular entre otros, regulando de esta forma

procesos de relevancia en la biologia del parasito y en los mecanismos de

patogenicidad.

IVV) Objetivo general

Identificar los sustratos amibianos para las proteinas EhPTPA y EnNPTPB

V) Objetivos particulares

1. Obtener las mutantes del sitio catalitico para EhPTPA y EhPTPB vy

determinar de su actividad enzimatica.

2. ldentificar los sustratos amibianos para EhPTPA y EhPTPB usando las

mutantes generadas.

VI) Materiales y Métodos

1. Cultivos de Entamoeba histolytica.

Se utilizé la cepa HM-1:IMSS (ATCC 30459). Los trofozoitos se
cultivaron en condiciones axénicas en medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1978) y
en fase logaritmica de crecimiento (48 h) se cosecharon colocando los cultivos

en hielo por 10 min y por centrifugacion a 1000 rpm por 5 min.
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2. Obtencion de mutantes de la proteina EnPTPB (D167A y C203S).

Las diferentes mutantes se obtuvieron por PCR a partir del gen EhPTPB
clonado en el plasmido pGEX-3X-1, el cual fue usado como molde para llevar a
cabo la mutagénesis utilizando el kit de mutagénesis dirigida (Stratagene). Las
mutantes EnPTPBD167A y EnPTPBC203S se generaron por PCR con base en
el procedimiento establecido (Ausubel et al., 1992) usando los siguientes pares
de nucleotidos: EhPTPBD167A (Sentido, 5'-
GGGATGGCCTGCCTTTGGAGTTCCATTAAATCC-3' y  Antisentido, 5
GGATTTAATGGAACTCCAAAGGCAGGCCATCCC-3), y EhPTPBC203S
(Sentido, 5- CTAGTTTGTGTTCATTCTTCTGCAGGTGTTGG-3' y Antisentido,
5'- CCAACACCTGCAGAAGAATGAACACAAACTAG-3). Las reacciones de
PCR se prepararon en tubos de PCR estériles a los que se adicionaron 2.5 pl
del amortiguador de reaccion, 25 ng del DNA molde (pGEX-3X-1-EhPTPB), 70
ng de cada oligonucleétido, 0.5 pl de la mezcla de dNTPs y se ajusté a un
volumen de 25 ul con H,O esterilizada, posteriormente se le agregé 0.5 ul de la
DNA polimerasa PfuTurbo. Las condiciones para las reacciones de PCR fueron
las siguientes: 1 ciclo inicial de calentamiento de 95 °C por 1 min, seguida de
25 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, en alineamiento se realizd un
gradiente de temperatura para determinar la Tm adecuada para cada mutante,
el amplificado se llevé a cabo a 68 °C por 5 min, seguido por 1 ciclo Unico de
72 °C por 10 min. Después de que terminé la reaccion de amplificacion se
agrego 0.5 pl de la enzima de restriccion Dpn | por 1 h a 37 °C. Posteriormente

se transformaron células competentes BL21 DH5a.

3. Células competentes BL21(DE)pLysS.

La bacteria E. coli BL21(DE)pLysS se crecié en 5 ml de medio LB (Luria
Bertani: Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5% y glucosa 0.2%
con 35 ul de cloranfenicol) durante toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se
inocularon las células en 10 ml de medio LB fresco, a 37 °C con aeracion y

agitacion constante hasta una densidad Optica de 0.5 (600 nm). Las bacterias
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se colectaron por centrifugacion a 4,000 rpm por 10 min a 4 °C, y la pastilla se
resuspendieron en 1 ml de CaCl, 50 mM en frio por un periodo de 30 min.
Después las bacterias se colectaron por centrifugacién durante 5 min a 3,000
rpm a 4 °C, se resuspendieron en 100 ul de CaCl, 50 mM y se incubaron a 0 °C

por 20 min.

4. Transformacion de células BL21(DE)pLysS.

A la suspensién de células competentes BL21(DE)pLysS se adicionaron
10-100 ng de DNA plasmido y se colocaron en hielo durante 30 min.
Posteriormente, se sometieron a un choque térmico por 2 min a 42 °C 6 a 37 °C
por 5 min. Los tubos se colocaron nuevamente en hielo por 2 min y se les
agrego 1 ml de medio LB sin antibidtico. Se mezclaron los tubos por inversion y
se incubaron a 37 °C durante 35 a 40 min. Finalmente, los tubos se
centrifugaron aproximadamente 3 min a 2,500 rpm, se descartdé el
sobrenadante y las bacterias se resuspendieron, se espatularon sobre placas

de LB/Amp (100 pg/ml) y se incubaron a 37 °C toda la noche.

5. Purificacion de DNA plasmidico.

Para llevar a cabo la purificacion de plasmido se inoculo una colonia de
bacterias en 25 ml de medio LB/ampicilina y se incubé toda la noche a 37 °C en
agitacién constante. Al dia siguiente se centrifugaron 20 ml de la suspension
durante 10 min a 6 000 rpm, a 4 °C y se descart6 el sobrenadante, la pastilla se
resuspendid en 1.5 ml de GTE o STE (solucion I: Tris 25 mM pH 8.0 EDTA 10
mM pH 8.0 glucosa o sacarosa 50 mM) con vortex hasta que se homogenizo,
se le agreg6 una pizca de lisozima se mezcld e incubé 15 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se colocé en hielo durante 5 min y se le agregé 3 ml
de la solucion 1l (NaOH 0.2N/SDS 1%) preparada al momento, el tubo se
mezcldé por inversion y se incubd en hielo durante 15 min. Después se

agregaron 2.25 ml de acetato de potasio (3 M, pH 4.8), se mezcl6 por inversion
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y se incubd en hielo 15 min, y posteriormente se centrifugé 30 min a 12 000
rpm para descartar el debris (DNA cromosomal). El sobrenadante se transfirié a
un tubo corex de vidrio y se le adicionaron 3 ml de isopropanol, la mezcla se
incub6 a temperatura ambiente por 30 min y se centrifugé a 12 000 rpm
durante 15 min a 4° C. La pastilla fue resuspendida en 300 ul de agua estéril,
se adicionaron 10 pl de una solucion que contiene RNAsa A (10 mg/ml) y
RNAsa T (100 pg/ml), y la mezcla se incub6 por 1 h a 37° C.

6. Reaccién de secuenciacion.

Para las reacciones de secuenciacion, el DNA plasmidico se purifico
utilizando columnas QIAGEN-20 como se describe brevemente. La columna se
equilibré con 1 ml de amortiguador QBT, posteriormente se agregaron los 300
ul del plasmido purificado, se lavo 4 veces con 1 ml de amortiguador QC y el
DNA fue eluido con 800 ul de amortiguador QF el cual se precipité con 560 pl
de isopropanol. La solucién se centrifugd a 10,000 rpm por 30 min y la pastilla
se lavé con 1 ml de etanol al 70 %, y se resuspendié en amortiguador TE o
agua esteril pH 8.0.

Para la reaccion de secuenciacion, en tubos de PCR estériles se
colocaron 500 ng de DNA plasmidico, 8 ul amortiguador MIX, 10 pmoles del
oligonucledtido correspondiente (PTPD1 6 R2), y agua estéril para completar
un volumen de 20 pl. La reaccién de secuenciacion se realizé a 96 °C por 30 s,
seguido de 30 ciclos de 96 °C por 20 s, 53 °C por 20 y 60 °C por 4 min.
Posteriormente se hidraté una columna QIAGEN-20 por 2 h y se centrifug6 a
3000 rpm por 2 min y en ella se colocaron los 20 ul de reaccion de PCR.
Posteriormente la columna se centrifugé a 3000 rpm por 2 min, la muestra se
colect6 en tubo eppendorf y seco en “speed vac”. Se guardd a —20 °C y se
secuencio de forma automatizada utilizando el kit Taq Fluorescence-Based Dye
Terminator Cycle Sequencing. Las lecturas de las reacciones de secuenciacion
se obtuvieron con el equipo Perkin Elmer/Applied Biosystems 377-18EIn DNA
Sequencer, del Departamento de Genética y Biologia Molecular del
CINVESTAV-México.
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7. Purificacion de las proteinas , GST::EhPTPA, GST::EhPTPB y proteinas

mutantes.

Las proteinas mutantes y silvestres se purificaron de acuerdo al método
reportado por Freitas et al., (2004). Brevemente, se crecieron bacterias E.coli
BL21(DE)pLysS transformadas con el plasmido respectivos en 20 ml de medio
LB en presencia de 50 pg/ml de ampicilina toda la noche a 37 °C en agitacion
constante. Al dia siguiente, las bacterias se crecieron en 500 ml de medio
LB/Amp/Glu, hasta una O.D. 600 nm= 0.5. Posteriormente, se adicion6 IPTG a
una concentracion final de 0.1 mM vy las bacterias se incubaron 2.5 h a 25 °C
en agitacion constante. Transcurrido este tiempo, la suspensién se coloco en
hielo por 5 min, y las bacterias se colectaron por centrifugacion a 8,000 rpm a 4
°C por 10 min. Posteriormente, la pastilla se resuspendié en 1/10 volumen de
PBS frio y Tritdn X-100 a una concentracion de 0.01%, se agrego una pizca de
lisozima y se incub6 a 37 °C por 15 min. Después de la incubacién, la mezcla
se sonicé de 1-5 veces por 1 min en intervalos de 2 min en hielo, y
posteriormente se agregdé DNasa (5 pg/ml), 1 mM PMSF y 5 mM EDTA y se
incubo a 37 °C por 15 min. Después de este tiempo se agregdé RNasa (10
ug/ml) y Triton X-100 al 1 % y la mezcla se incubé en hielo por 15 min.
Posteriormente la mezcla se centrifug6é a 12,000 rpm a 4 °C durante 25 min y
se recupero el sobrenadante. Este se mezclé con la resina glutation agarosa y
se mantuvo durante 30 min en agitacion en hielo. Posteriormente la resina se
centrifugé a 3,000 rpm, se lavo 4 veces con PBS/Triton 1%, y las proteinas
fueron eluidas con 1 ml de glutation 10 mM/50 mM Tris-HCI pH 8.0.

8. Geles de Poliacrilamida-SDS.
Las proteinas se separaron electroforéticamente en geles de

poliacrilamida al 10 % y al 12 % conteniendo SDS al 0.1% en presencia de
amortiguador de muestra (Glicerol 2 %, SDS 4 %, Tris-HCI 50 mM pH 6.8, B-
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mercaptoetanol 200 mM, Azul de Bromofenol 0.2 %) y posteriormente fueron

visualizadas por tincion con Azul de Coomassie (46).

9. Cuantificacion de proteinas por el método de micro-Bradford.

Se realiz6 una curva de albumina sérica bovina (BSA) a partir de una
solucion stock de 1 mg/ml. Las alicuotas analizadas fueron 2, 4, 6, 8 y 10 pl del
stock de BSA y se analizo por triplicado en placas de 96 pozos. Las muestras
se llevaron a un volumen final de 160 ul con PBS y posteriormente también se
le agregd 40 pl del reactivo de Bradford 5X. Adicionalmente, se prepar6é un
blanco el cual contiene Unicamente 160 pl de PBS mas 40 pl de Reactivo
Bradford 5X. La placa fue leida a 595 nm en un lector de ELISA (Labsystem
MultiSkan MS).

10. Actividad enzimética.

La actividad de PTPasa se determiné mediante la hidrdlisis del sustrato
p-nitrofenol fosfato (pNPP) (Sigma) en amortiguador de acetatos (0.4 M de
acetato de sodio pH 5.5, 100 mM NaCl y 4 mM dithiothreitol): La reaccion se
inico utilizando 0.03 pg de proteina GST::EhPTPB 0 sus mutantes purificadas y
una concentracion de 30 mM de pNPP en un volumen final de 100 ul. Como
blanco se utilizd PBS en substitucion de las proteinas. La mezcla de reaccion
se incubd a 37 °C, y se detuvo a diferentes tiempos por la adicion de 20 pl de

NaOH 2 M y posteriormente se determiné la absorbancia a 405 nm.

11. Produccidén de anticuerpos policlonales contra GST::EhPTPA,
GST::EhPTPB y His::EhPTPB.

Para la produccion de anticuerpo contra GST::EhPTPA, GST::EhPTPB y
His::EhPTPB se inmunizaron grupos de ratones hembra de la cepa BALB/c de
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2 a 4 semanas de edad, utilizando 10 ug de cada proteina en 100 ul de PBS,
mas 100 pl del adyuvante TiterMax por raton para la primera inmunizacion; la
inmunizacion se llevé acabo por via intraperitoneal. Posteriormente se realizé
una segunda inmunizacion. Los animales fueron sangrados cada 15 dias
después de la dltima inmunizacion para monitorear la produccion de

anticuerpos.

12. Inmunotransferencia.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa (NC) (Renart et al., 1979). Las membranas con las proteinas
transferidas fueron incubadas con TBST (NaCl 150 mM, Tween 20 0.05 %,
leche descremada 2 %, y Tris-HCI 10 mM pH 7.4) durante 1 h a temperatura
ambiente, y posteriormente lavadas 3X con TBST, las membranas se
incubaron con los anticuerpos de interés diluidos en TBST. Después de la
incubacion durante 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C, las
membranas se lavaron 3X con TBST. Los anticuerpos unidos a las proteinas
transferidas se detectaron utilizando un segundo anticuerpo 1gG de cabra anti-
IgGs de ratén conjugado a fosfatasa alcalina (Pierce, Rockford, IL, USA) a una
dilucion de 1:5,000. Las membranas se lavaron con TBST, y los anticuerpos
unidos se detectaron con BCIP (5-bromo-4cloro-3-indolfosfato) y NBT (Cloruro
de nitro-azul de tetrazolio) en amortiguador AP (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100
mM, MgCl, 5 mM, pH 8).

13. Extracto de amibas tratadas con Ortovanadato de sodio NazVOa.

A trofozoitos de 48 h de crecimiento se les retir6 el medio y se les
agrego medio completo fresco con NazVO4 a una concentracion de 1 mM, se

incubaron a 37 °C durante 30 min, después de este tiempo se colocaron en
hielo por 10 min y se colectaron por centrifugaciéon a 1000 rpm por 5 min y se

lavaron 3 veces con PBS 1X filtrado frio. Posteriormente los trofozoitos se
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lisaron con amortiguador de lisis [acetato de sodio 200 mM pH 6.0, NaCl 100
mM, Triton X-100 al 1%, glicerol al 10%, cokctel de inhibidores de proteasas
(NEM, PMSF, TLCK, I.A a una concentracion de 3 mM y 1 pg/ul leupeptina)] e
inhibidores de PTPasas (5 mM fluoruro de sodio y 1 mM ortovanadato de
sodio) en un volumen de 300 ul por 30 min a 4 °C. Al término de la incubacién
el extracto se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min para eliminar el material
insoluble y se agregd 10 mM DTT por 15 min y se guardaron a -80 °C (Herrera-
Rodriguez., 2006).

14. Ensayos de Pulldown.

Los ensayos de pulldown se realizaron a partir del protocolo reportado
(Buist et al., 2000; Garton et al., 1996) con ligeras modificaciones. Las
proteinas GST, GST:: EhPTP, GST::EhPTPB o0 sus mutantes correspondientes,
se absorbieron por separado en perlas de glutation-Sepharose a 4 ° C durante
30 min en PBS 1X, que contenia DTT 1 mM en agitacion suave.
Posteriormente, las perlas se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 min y se
lavaron con 10 ml de PBS. Posteriormente, los lisados clarificados de
trofozoitos (previamente incubados con ortovanadato de sodio) fueron
interaccionados con cada proteina conjugada a las perlas durante 30 mina 4 °
C. Una vez que termind la interaccion, se decanté el sobrenadante, las perlas
se lavaron dos veces con 15 ml de PBS-Triton 1%, una vez mas con PBS y los
complejos enzima-sustrato finalmente fueron eluidos con glutation reducido.
Los eluidos se resuspendieron en tampon de muestra Laemmli y se analizaron
por SDS-PAGE. La escision de las bandas diferenciales, el destefiido, secado,
digestién con tripsina y extraccion de péptidos se llevaron de acuerdo a lo
reposrtado por Perez-Riverol et al., (2011), y los péptidos se analizaron en un
espectréometro 4800 Plus MALDI TOF / TOF de masas (Applied Biosystems,
Framingham, MA , EE.UU.) en las instalaciones de Prote6mica del INMEGEN.
El perfil peptidico de masas se analizé con las fuentes de proteinas potenciales
utilizando la base de datos NCBInr (http: //www.ncbi.nlm.nih Gov / BLAST) a

través de una busqueda en mascot desarrollada por www.matrixsciense.com.
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15. Material vegetal e hidrodestilacion.

Para la obtencion del material vegetal se utilizé C. ambrosioides cultivado en el
Valle de México, se utilizaron 150 g de hojas de la planta para cada
hidrodestilacion, las cuales se secaron por una semana a la sombra con
aeracion fluida, una vez secas se trituraron y se mezclaron con agua (1:5
peso/volumen), y se sometieron a hidrodestilacion exhaustiva a 90°C por 3
horas (Fig. ap. 4). El aceite obtenido por hidrodestilacion se separo
cuidadosamente de la fase acuosa y se centrifugd a 14,000 rpm por 10 min. El
aceite se separé y usado directamente o se sometidé a destilacion fraccionada
(Fig. ap. 5) en un sistema a baja presion (6 mm Hg) y 22°C para separar los
compuestos presentes en el aceite. El aceite esencial extraido se almacené a 4

°C hasta obtener el volumen necesario para los experimentos posteriores.

16. Identificacién de los compuestos esenciales de C. ambrosioides.

La identificacion de los compuestos presentes en C. ambrosioides, se
llevé a cabo a través de la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), en un equipo JeolEca 500 del Departamento de Quimica del Cinvestav.
Todos los desplazamientos quimicos de *H y **C estan reportados en relacién
al tetrametilsilano (TMS), se utiliz6 CD30OD como disolvente. Las estructuras de
los componentes del aceite completo y las fracciones obtenidas de la
destilacion fraccionada del mismo fueron identificadas del andlisis de los
espectros de RMN de *H (Fig. ap. 6), *3C (Fig. ap. 7), la técnica DEP90°/135° y
por las técnicas bidimensionales HETCOR, y HMBC.

17. Ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica por el aceite

completo y por las fracciones de C. ambrosioides.

La actividad enzimatica de EhPTPB se midi6 utilizando 15 mM de p-

nitrofenolfosfato como sustrato. Brevemente, 0.01 ug de la proteina de fusion
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GST::EhPTPB se incubé en amortiguador de actividad pH 5.5 (100 mM de
acetato de sodio, 1 mM DTT, 15 mM de NaCl) conteniendo 1 % v/v ya sea de la
fracciobn completa o de las fracciones obtenidas de la destilacion fraccionada
del aceite; la reaccion se llevo acabo a 37°C por 5 min. En algunos casos se
utilizé como control positivo el Na3VO4 [3 mM] un inhibidor de PTPasas. Para
detener la reaccién se afiadié NaOH [2mM] y la densidad 6ptica se midié a 405

nm.

18. Ensayos de inhibicion de actividad enziméatica por los monoterpenos

identificados en el aceite de C. ambrosioides.

La proteina GST::EhPTPB (0.03 pg) se incubd en amortiguador de
actividad ( 100 mM de acetato de sodio, pH 5.5, 1 mM DTT, 15 mM de NaCl)
conteniendo 10 mM de alguno de los terpinenos (a-Terpineno, Limoneno, p-
Cimeno o Z-ascaridole), la reaccion de interaccion de los compuestos
terpenoides y la enzima se llevé a cabo a 37°C por 5 min, transcurrido este
tiempo se adiciond pNPP [15mM], a un volumen final de 100 ul seguido de la
incubacion a 37°C por 5 min; para detener la reaccion se agregé NaOH [2mM]
y se realizé la lectura de la absorbancia a 405 nm.

19. Construccion de ligandos y optimizacion.

Los ligantes utilizados para el modelado por docking se construyeron
utilizando el programa GaussView2.1, una vez dibujados los ligantes las
coordenadas de las geometrias minimas se obtuvieron utilizando este mismo

programa.
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20. Dinamica molecular.

Se utilizé la secuencia del gen de EhPTPB que previamente se habia
clonado y secuenciado en el laboratorio (GenBank KM411450), y la secuencia
de amino acidos fue modelada utilizando el servidor I-Taser

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ . De los modelos generados

se utilizd el modelo con el C-score més bajo para ser sometido a dinamica
molecular, para ello se utilizo el programa NAMD2. Para la dinamica se cre6 un
archivo de topologia, la proteina se cubri6é de disolvente formado por moléculas
de agua, no se agregaron cofactores metdlicos al sistema debido a que las
PTPs no necesitan de cofactores metalicos para ser activas; el sistema se

equilibro y se calenté de manera progresiva hasta 310° K.

21. Modelado por el método de docking.

Las simulaciones del docking se realizaron usando Autodock 4.0.1, los
ligandos se prepararon adicionando todas las posibles uniones de giro, grados
de torsion, cargas atdmicas parciales empiricas e hidrégenos no polares
superponibles, utilizando Autodock tools 1.5.4, que se incluye en el programa
Autodock (Morris et al., 1998). Las cargas de Kollman para todos los &tomos de
la estructura de EhPTPB (obtenida a 6.5 ns de las simulaciones por dindmica
molecular), se asignaron utilizando Autodock 1.5.4. Para el docking se utilizd
una caja rectangular centrada en el sitio catalitico de EhPTPB (grid box) con 45
puntos en X 48 en Y 48 en Z (R), con los puntos de la malla separados por
0.037 A, aplicando el algoritmo genético Lamarckiano a una poblacion inicial de
100 cuadros seleccionados al azar de 1X10’ evaluaciones de energia. Los
calculos tedricos se llevaron a cabo en la Seccién de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Escuela Superior de Medicina del IPN.
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22. Andalisis Estadistico.

Todos los resultados son presentados como la media + DE; la diferencia
significativa se determind con un valor de significancia de P < 0.005, usando

una prueba t de Student no pareada de dos colas.

VIl) Resultados

Generacion de las mutantes atrapadoras de sustrato de EnPTPB.

Varios reportes han mostrado que las mutantes de PTPs atrapadoras de
sustratos pueden ser obtenidas por mutaciones en las que el residuo D se
sustituye a A en el loop conservado WPD (Flint et al., 1997), los residuos Q a A
o el residuo de C del sitio catalitico, las cuales pueden ser usadas para
capturar los sustratos endégenos. En este trabajo se realizaron mutaciones en
el gen EhPTPB remplazando al residuo D por una A para obtener la mutante
D167A, y C a S obteniendo la mutante C203S. Para obtener estas mutantes
llevamos a cabo mutagénesis sitio dirigida usando el plasmido pGEX-EhPTPB
mencionado en la seccion de métodos. El analisis con la enzima de restriccion
EcoRI de los vectores mutantes generados, muestra la liberacion de dos
fragmentos, uno de un 4900 pb que corresponde al plasmido digerido y un
fragmento 1046 pb que corresponde al gen EhPTPB, en el carril 1 y 2 el
fragmento de 1046 pb corresponde a las mutantes putativas D167A y C203S
respectivamente (Fig. 5A ). La digestion del vector pGEX-EhPTPA con la
enzima de restriccion EcoRIl, genera dos fragmentos uno de 4900 pb
(plasmido) y otro de 1060 pb que corresponde al gen EnPTPA mutante putativo
putativoD177A carril 1 (Fig. 5B) y mutante Q294A carril 1 (Fig. 5C).
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Figura 5. Purificacién y analisis de los vectores mutantes de EhPTPA y
EhPTPB. Andlisis de restriccion con la enzima EcoRI de los vectores generados por
mutagénesis sitio dirigida. A) pPGEX-EhPTPB/D167A (1), pGEX-EhPTPB/C203S (2), B) pGEX-
EhPTPA/D177A (1) y C) pGEX-EhPTPA/Q294A (1). Se observa la liberacién de un fragmento
de alrededor de 1046 pb (flecha negra) que corresponde al tamafio esperado para el gen
EhPTPB.

Para corroborar la generaciéon de las mutaciones deseadas, los plasmidos
obtenidos se sometieron a secuenciacion, para las mutantes de EhPTPB
D167A, se sustituyé de la secuencia original el codén GAT que codifica D a
GCT que codifica para A (Fig. 6A), para la obtencién de la mutante C203S, se
sustituy6 el codén TGC que codifica para C a TCT que codifica para S (Fig.
6B). Para obtener las mutantes de EhPTPA D177A, la secuencia GAT que
codifica para D fue modificada a GCT que codifica para A, (Fig. 6C), para
obtener la mutante Q294A se cambié de la secuencia original CAA que codifica
para Q a GCA que codifica para A (Fig. 6D). Los resultados demostraron que

se obtuvieron las mutaciones deseadas.
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Figura 6. Analisis de las mutantes EhPTPBC203S, EhPTPBD167A,
EhPTPAD177A y EhPTPAQ294A. En el electroferograma se observan las codones
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sustituidos para obtener las mutantes D167A (A), C203S (B), para D177A el recuadro superior
muestra el codén GCT de la secuencia original y el inferior muestra la posicion de la mutacién a
GAT (C), la misma descripcion para la mutante Q294A (D), la posicion de las mutaciones

generadas, se muestran en los recuadros. Se observa en el electroferograma la lectura de las

secuencias antisentido en (B y D).

Purificacion de las proteinas EnPTPA y EhPTPB silvestres, proteinas mutantes

y ensayos de actividad enziméatica.

Una vez corroboradas las mutaciones en la secuencia de cada una de
las PTPs, los plasmidos se utilizaron para su expresion in vitro. Las proteinas
recombinantes obtenidas denominadas GST:EhPTA y GST::EhPTPB y sus
mutantes EhPTPAD177A, EhPTPAQ294A, EhNPTPBC203S y EnRPTPBD167A,
se purificaron por cromatografia de afinidad, se analizaron por SDS-PAGE. Las
proteinas tienen un peso molecular de 65-67 kDa aproximadamente como se

esperaba (Fig. 7).
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Figura 7. Purificacion de las proteinas recombinantes mutantes. Las proteinas
mutantes fueron purificadas y analizadas en geles SDS-PAGE al 10%. A)
GST::EhPTPA/D177A (1,2), B) GST::EhPTPA/Q294A (1,2) y C) GST::EhPTPB/D167A (1) y
GST::EhPTPB/C203S (2). Se observa la purificacion de proteinas de un peso molecular de 67
y 65 kDa que corresponden a los pesos esperados para EnPTPA y EnPTPB respectivamente.

Con el fin de analizar si las proteinas nativas y las proteinas mutantes tenian

actividad enzimatica normal, disminuida o nula, se realizaron ensayos de
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actividad enzimatica usando como sustrato pNPP [15mM]. Los resultados
muestran que las proteinas nativas EhPTPA y EhPTPB poseen actividad
enzimética normal como fue reportado por Herrera y col.,, en el 2006 y en
nuestro trabajo previo para EhPTPB (Pérez, J.A. 2008) Por otra parte, las
mutantes de EhPTPAD177A y EhPTPBC203S no mostraron actividad
enzimatica alguna, y las mutantes EnPTPAQ294A y EhPTPBD167A mostraron
actividad enzimética residual comparada a la actividad mostrada por las
proteinas nativas (Fig. 8). Estos resultados sugieren que estas proteinas
mutantes pueden ser utilizadas para realizar los ensayos de captura de

sustratos.

43



A
10 - —e— GST:EhPTPA
’ —0o— D177A
—v— Q294A
g 0.8 A
c
0
o
<
© 0.6 -
®
9
a
0
o 0.4 -
®
S
)
c
[
0O 0.2
0_0 ~ ~ ~ ~ O O O Q- 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (min)
B
1.0 -
—e— GST::EhPTPB
—o— DI167A
g 0.8 - —v— (C203S
T}
o
<
© 0.6 -
©
2
a
0
o 0.4
©
o
7]
c
)
0.0 a4 v v v )
0 2 4 6 8 10

Tiempo (min)

Figura 8. Actividad enzimatica de las proteinas nativas y mutantes de

EhPTPA (A) y EhPTPB (B). Las proteinas silvestres y mutantes fueron incubadas en

presencia de 30 mM de pNPP y la produccion de NPP fue analizada y monitoreada a 405 nm.
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Inmunoblot y microscopia confocal

Las proteinas recombinantes GST::EhPTPA e His::EhPTPB o extractos
totales de trofozoitos fueron transferidos electroforéticamente a membranas de
nitrocelulosa para analizar, los anticuerpos policlonales producidos en ratones
contra estas proteinas (Fig. 9). Cuando se utilizaron los anticuerpos contra las
proteinas recombinantes, se observo el reconocimiento de las proteinas de 67
y 45 kDa que corresponden a los pesos de las proteinas GST::EhPTPA (1) e
His::EhPTPB (3) respectivamente. Por otro lado los sueros preinmunes no
mostraron sefial de reconocimiento contra las proteinas (4) mientras que el
control anti-GST reconocié una proteina de 67 kDa que corresponde a la
proteina GST::EhPTPA (2). Con base en estos resultados los anticuerpos

obtenidos se utilizaron posteriormente en los ensayos de inmunolocalizacion.

kDa

M
o
116 ol

97

66

45 —
31

Figura 9. Inmunoblot de las proteinas GST::EhPTPA e His::EhPTPB
recombinantes. Las anticuerpos policlonales generados en ratones BALB/c macho, anti
GST::EhPTPA (1:5,000) y anti-His::EhPTPB (1:20,000) se probaron contra las proteinas
recombinantes transferidas a membranas de nitrocelulosa. Se observa el reconocimiento de
una proteina de 67 kDa que corresponde a EhPTPA (1) y una de 45 kDa que corresponde a
EhPTPB (3). El control anti-GST (2), mientras que el suero preinmune no muestra sefial

positiva en ninguno de los casos (4).
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En E. histolytica se han descrito algunas vias de sefalizacion que
participan en la reorganizacion del citoesqueleto de actina (Aguilar-Rojas et al.,
2005; Meza, 2000). Dos cinasas, PKC y FAK125, se han involucrado en la
regulacion de varias cascadas de sefalizacion, fosforilando proteinas
asociadas a placas de adhesion y a la reorganizacion del citoesqueleto de
actina (Franco et al., 2002; Robledo et al., 2005; Santiago et al., 1994). Por lo
anterior se realizo el andlisis de la posible asociacion entre EnPTPA y EnPTPB
con algunas estructuras de actina en trofozoitos unidos a fibronectina (FN). Los
resultados muestran que después de 3 h de incubacion con la FN, los
trofozoitos desarrollan fibras de estrés, bocas fagociticas, contactos focales y
estructuras de placas de adhesion (Fig. 10).

A B

Figura 10. Formacion de fibras de actina en trofozoitos incubados con
Fibronectina (FN). Trofozoitos de E. histolytica se incubaron con FN por 3h y se tifieron con
faloidina-rodaminada. Se puede apreciar claramente la formacion de fibras de estrés (A) y

puntos de adhesion (B) a estos tiempos de incubacion con FN.

Una vez que se confirmd que los trofozoitos interaccionados con FN
presentan estructuracion de actina, se realizaron experimentos para determinar
la posible colocalizacion de EhPTPA y EhPTPB en estas estructuras. En

trofozoitos no permeabilizados se observd que EhPTPA presenta una
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distribucion discreta alrededor de la membrana, mientras que EhPTPB tiene
una distribucion mayor comparada con EhPTPA (Fig.11B y D). Por otra parte
en trofozoitos permeabilizados ambas proteinas se pueden ver decorando
algunas estructuras en el citoplasma como son contactos focales y placas de
adhesion (Fig. 11C y E), el suero preinmune no da sefial positiva contra
ninguna de las dos proteinas (Fig. 11A). Estos resultados sugieren que estas
proteinas pueden estar participando en algunos eventos de desfosforilacion de
proteinas asociadas a estas estructuras. EI empalme indica colocalizacién de
EhPTPB con algunas estructuras de actina como son fibras de estrés, placas

de adhesion (flecha larga) y bocas fagociticas (flecha corta).

RP IgG-FITC MERGE

P.l.

N.P.

a-GST::EhPTPA

N.P.

a-His::EhPTPB

Figura 11. Localizaciéon subcelular de las proteinas EhPTPA y EhPTPB. Los
trofozoitos se cultivaron sobre cubre objetos recubiertos con FN por 3h, posteriormente se

fijaron, se permeabilizaron o no, y se incubaron con faloidina-rodaminada y con los anticuerpos
generados contra las proteinas recombinantes. (A) Suero preinmune, (B y C) suero anti-

EhPTPA y (B y D) suero anti-EhPTPB en condiciones de no permeabilizados, (C y E)
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trofozoitos permeabilizados. FR (faloidina-rodaminada), IgG-FITC (anticuerpo secundario

marcado con fluoresceina).

Ensayos de captura de sustratos

Varios estudios han demostrado que la mutacién de los residuos
involucrados en el mecanismo catalitico de las PTPs, cambiando los residuos
conservados C o D, disminuyen su actividad enzimatica sin alterar su
capacidad de unirse a sus sustratos (Agazie and Hayman, 2003; Xie et al.,
2002). Para evaluar si la actividad enzimatica disminuida o nula, que presentan
las mutantes obtenidas de EhPTPA y EhPTPB, permite la union de los
sustratos, se realizaron ensayos de captura. Para esto, se utilizaron las
proteinas  purificadas  GST, EhPTPA, EhPTPB, EhPTPAD177A,
EhPTPBC203S, EhPTPAQ294A y EhPTPBD167A. Estas proteinas se
conjugaron en forma individual a perlas de glutation-agarosa y posteriormente
se incubaron con extractos de trofozoitos tratados con ortovanadato de sodio;
posteriormente las proteinas que fueron capturadas por las proteinas
conjugadas se eluyeron y se analizaron por electroforesis SDS-PAGE al 10%.
Los resultados muestran varias proteinas diferenciales en los eluidos de las
proteinas mutantes en comparacion con las proteinas nativas, asi como en el
control GST. Se puede apreciar que las mutantes EhPTPAQ294A vy
EhPTPBC203S, las cuales no presentaron actividad enzimatica, capturan
sustratos mas eficientemente que las mutantes EhPTPAD177A 'y
EhPTPBD167A, las cuales mostraron actividad enzimatica disminuida (Fig.
12).
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Figura 12. Captura de sustratos con las proteinas mutantes de EhPTPA y
EhPTPB. A) Ensayos de captura realizados con GST (1), GST::EhPTPA (2), EhPTPAD177A
(3) y EnPTPAQ294A (4). B) Ensayos de captura realizados con GST (1), GST::EhPTPB (2),
EhPTPBD167A (3) y EhPTPBC203S (4).

Estos resultados sugieren que la captura de sustratos por estas proteinas
mutantes se asocia con la actividad enzimatica nula o disminuida de las
mismas. Las bandas diferenciales fueron escindidas para su posterior analisis

por espectrometria de masas.

Espectrometria de masas

Para la identificacion de los sustratos enddgenos de EnPTPA y EhPTPB,
se analizo el perfil de masas de los péptidos utilizando la base de datos del
NCBInr (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/BLAST) a través de Mascot desarrollado

por www.matrixsciense.com. Tres proteinas se identificaron como sustratos de

EhPTPA por espectrometria de masas: proteina temprana EHI 009480,
XP_001913604, peso molecular (MW) 33.2 kDa, proteina con dominio RhoGEF
y ArfGAP EHI 137680, XP_654037.1, peso molecular de 67 kDa y una proteina
con un dominio de cinasa EHI 185270, XP_648670.2 con un peso molecular
hipotético de 273.2 kDa. Con respecto a EhPTPB, se identific6 una proteina
que contiene un dominio cinasa, la EHI 118810, XP_654114.1, MW 122 kDa.
Los resultados de la espectrometria de masas se resumen en la Tabla. .
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Tabla I. Datos de espectrometria de masas de secuencias parciales de los sustratos
potenciales de EnPTPA y EhPTPB.

Proteina Masa Proteina Secuencias de Score iones
identificada péptidos identificados individuales®
(kDa)
EhPTPA Proteina 33.2 DVVHMQIDSNIHK 104
inmediatamente
temprana
Proteina con 126.8 KEIELDSQK 68
dominios
RhoGEF y
ArfGAP

Proteina con

dominio

dedicador de la

citocinesis 273.2 EDIDCPKDVISLFDTEK 132

EhPTPB Proteina con un
dominio cinasa 122.2 ADEEPNGVSVR 99

La identificacion de proteinas se llevd a cabo usando el algoritmo de busqueda Mascot desde
www.matrixscience.com . Los scores de los iones individuales > 58 indican identidad o alta

homologia.

VIII) Discusién

Varias vias de sefalizacion y procesos celulares involucran la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, en el cual, las proteinas tirosina
cinasas y tirosina fosfatasas desempefian un papel fundamental en el
mantenimiento del equilibrio en los niveles de fosforilacion de residuos de
tirosina de las proteinas. Algunas PTPasas de microorganismos patégenos han
sido asociados a la virulencia y en la interrupcién de la transduccién de sefiales
(Nandan and Reiner, 2005). E. histolytica expresa varias proteinas con

actividad fosfatasa que tienen efecto sobre el citoesqueleto de actina de células

50


http://www.matrixscience.com/

Hela y otras células del huésped (Aguirre-Garcia et al., 2003; Anaya-Ruiz et al.,
2003). Sin embargo, poco se sabe hoy en dia, sobre el nivel de participacion de
las fosfatasas en las vias de sefializacion o los mecanismos de virulencia de la
amiba. Por esta razén y con la finalidad de conocer y entender la posible
funciébn de estas PTPasas, en el grupo de trabajo nos enfocamos en la
clonacion y expresion del gen que codifica para la proteina completa EnPTPB
de (39 kDa). Nuestros resultados (no mostrados) mostraron que la proteina de
fusion GST::EhPTPB posee una actividad enzimatica 6ptima a un pH de 5.5,
esto la ubica en el rango de las fosfatasas acidas (PAS) (Reilly et al., 1996). La
actividad enzimética, se puede atribuir a la presencia del Motivo 10 que no
habia sido obtenido previamente (Herrera-Rodriguez et al.,, 2006). En este
Motivo se encuentra el residuo Q que participa en la hidrdlisis del grupo fosfato
(Andersen et al., 2001).

El peso molecular de las PAS, dentro de las cuales se encuentra
EhPTPB, varia dependiendo del tejido en el que se localicen, y pueden ser
categorizadas en tres grupos de acuerdo a su masa relativa como se describe
a continuacion: mayores de 200 kDa, entre 100 kDa y 35 kDa o menos de 35
KDa, por lo que la proteina EnPTPB de 39 kDa tiene una masa relativa dentro
de estos rangos (Zhang and Van Etten, 1990). Todos los miembros de la
familia de las PTPasas comparten un motivo comdn que contiene un residuo
cisteina altamente conservado implicado en el mecanismo catalitico (Denu and
Dixon, 1998). PTP1B, un miembro muy estudiado de la familia de las PTPasas,
tiene un motivo caracteristico en el sitio de unién a fosfato, que se encuentra en
la base de hendidura, que al mismo tiempo, esta formado por tres motivos: el
bucle Q que contiene a Q-262, el bucle WDP que contiene el residuo invariante
D (D-181), y el bucle Y que incluye la Y-46 conservada. En general, estos
residuos son muy importantes para que se lleve a cabo el mecanismo
catalitico, por lo que varios estudios han centrado su atencion en el desarrollo
de mutantes para identificar y estudiar los sustratos enddgenos de PTPs. Estos
estudios se han realizado mediante la modificacion de estos residuos
invariantes en el dominio catalitico. Los mutantes de algunos miembros de esta
familia en la que la C del sitio catalitico se ha mutadoa S o A, D a A (Kolli et al.,
2004b; Zabolotny et al.,, 2002) y Q a A son inactivos pero conservan la

capacidad de unién a sustratos in vitro (Kolli et al., 2004b; Kontaridis et al.,
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2004). En el presente trabajo, hemos encontrado que las mutantes de EhPTPA
y EhPTPB presentan una reducida (EhPTPAQ294A y EhPTPB D167A) o nula
actividad enzimatica (EhPTPAD177A y EnPTPBC203S). Estas mutantes fueron
capaces de capturar sustratos in vitro, lo que permiti6 su aislamiento e
identificacion.

Aunque, las proteinas mutantes de EhPTPA o de EhPTPB atrapan el
mismo perfil de proteinas, se puede observar que las mutantes
EhPTPAD177A y EnPTPBD167A son menos eficientes en comparacion con las
mutantes EhPTPAQ294A y EnPTPBC203S. Este comportamiento se relaciona
directamente con los niveles de actividad enzimatica que poseen las mutantes
generadas, lo que nos indica al menos para las mutantes obtenidas, que a
menor actividad poseen mayor capacidad para capturar los sustratos. Otros
estudios basados en la generacion de mutantes de PTP-PEST (D199A y
C231S) y PTP1B (D181A y C215S) mostraron, en cambio, que las mutantes
D199A y D181A capturan los sustratos de manera mas eficiente (Flint et al.,
1997; Garton et al., 1996). Es importante mencionar que no todas las mutantes
de PTPs conservan la capacidad para capturar sus sustratos enddgenos: por
ejemplo: Buist et al. (2000) reportaron que cuando células COS se transfectan
con plasmidos que codifican el tipo silvestre o formas mutantes de PTP-PEST
(D199A o C2319S), sélo las transfectadas con PTP-PESTC231S fueron capaces
de atrapar a p130Cas como sustrato en un contexto intracelular, ya que ni la
proteina nativa ni la mutante PTP-PESTD199A fueron capaces de una
interaccion estable con p130Cas.

En este trabajo, mediante el uso de las mutantes EhPTPAQ294A y
EhPTPAD177A pudimos aislar e identificar algunos sustratos endoégenos de
EhPTPA como es: una proteina de expresion temprana, una proteina con
dominios RhoGEF y ArfGAP, y una proteina con un dominio involucrado en la
citocinesis (ver Tabla Il). En células eucariotas, las proteinas tempranas son
sintetizadas después del arresto celular y son estimulados por sefiales externas
0 por estrés (Bébien et al., 2003). Las vias ERK, MAPK y JNK regulan
positivamente genes tempranos que participan en procesos como la
proliferacion celular y la diferenciacion (Fambrough et al., 1999). En E.
histolytica la activacion de la proteina cinasa activada por mitogenos (MAPK)
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ha sido descrita (Pérez et al., 1996), por lo que la via MAPK podria estar
implicada en la expresion del gen de la proteina inmediatamente temprana.

Por otra parte, las proteinas RhoGEF catalizan la activacion de las
proteinas Rho a través de la liberacion de GDP y la posterior union de GTP
(Hart et al., 1991). En el genoma de E. histolytica, una gran familia de proteinas
Rho esta presente, expresando al menos 19 de sus miembros (Bosch et al.,
2011). Estas proteinas se han asociado con la regulaciéon de la dinamica del
citoesqueleto de actina y en procesos patdégenos, en el que, por ejemplo, la
activacion de Rho-GEF1 de E. histolytica juega un papel critico (Aguilar-Rojas
et al., 2005). En cuanto a la proteina Dock (dedicador de la citocinesis), se
activa ya sea via Rac o Cdc42 para controlar la migracion celular, la
morfogénesis y la fagocitosis in vitro (Wu and Horvitz, 1998), por lo que la
proteina identificada que contiene este dominio podria tener un papel similar en
trofozoitos de E. histolytica.

Con respecto a EhPTPB, fue posible capturar un Unico sustrato
diferencial con la mutante EhPTPBC203S, identificando una proteina que
contiene un dominio cinasa (ver Tabla I). ElI programa bioinformatico SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/) sugiere una posible cinasa de especificidad
dual (S/T/Y cinasa). En E. histolytica, la presencia de actividad de la cinasa
llevada a cabo por la proteina cinasa C (PKC) ya se ha descrito y se sabe que
regula la adhesion a fibronectina y la interaccion con las proteinas del
citoesqueleto que estan involucradas en el ensamble de actina en las
adhesiones focales (Santiago et al., 1994). También se ha descrito la presencia
de actividad de proteina tirosina cinasa (PTK) participando durante la
interaccion de trofozoitos con FN a través de la fosforilacion de la molécula
parecida a B1-integrina (Flores-Robles et al., 2003). La estimulacion de los
trofozoitos con Concanavalina A es capaz de inducir la formacion de
estructuras tipo cap, ademas de inducir la fosforilacion en tirosina de dos
proteinas de 50 y 70 kDa en la estructura del cap (Espinosa-Cantellano and
Martinez-Palomo, 1994; Hernandez-Ramirez et al., 2000), lo que sugiere que
varias proteinas son fosforiladas en tirosina como consecuencia de la
interaccion de los trofozoitos con diferentes estimulos. En este sentido, la
proteina EhPTPB pudiera estar participando en el proceso de desfosforilacion

de las vias de sefializacion activadas por la interaccion de los trofozoitos con
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fibronectina. El analisis in silico realizado para predecir posibles sitios de
fosforilacion utilizando el servidor NetPhos 2,0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) de todos los sustratos identificados
ya sea para EhPTPA o EhPTPB, indica que todos ellos tienen posibles sitios de
fosforilacién en tirosina (Datos no mostrados).

En resumen, los datos obtenidos ponen de manifiesto que las mutantes
atrapadoras de sustrato de EhPTPA y EhPTPB descritas en este trabajo

poseen la capacidad de atrapar sustratos endégenos de estas PTPasas.

IX) Conclusion de la seccion A

La identificacién de los sustratos de las PTPasas de este estudio, representa
un paso importante para comprender la funcién de esta familia de proteinas en
E. histolytica, al proporcionarnos informacion de su posible papel in vivo. Por
otro lado, dadas las limitaciones de los anticuerpos disponibles en la actualidad
contra los sustratos identificados, serd necesario llevar a cabo estudios
adicionales usando otro tipo de métodos, como son: aislamiento de proteinas,
clonacion de cDNA, secuenciacion de nucledtidos o protedmica, por mencionar
algunos, todo esto, con el fin de lograr su caracterizacién funcional. Por lo
tanto, de acuerdo a lo obtenido en este trabajo, la generacion de mutantes de
PTPasas que estan alteradas en los residuos que participan en el mecanismo
catalitico constituye una herramienta valiosa para la identificacion de nuevos

sustratos de otras PTPasas de E. histolytica.
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SECCION B

Efecto del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides
sobre la actividad de PTPasa de EhPTPB y analisis de

interaccién por docking

Resumen

In vitro e in vivo el aceite esencial de C. ambrosioides posee actividad contra
diversos parasitos protozoarios y ha sido ampliamente utilizado en el
tratamiento de diversas parasitosis. En el aceite esencial de C. ambrosioides,
se han identificado diversos compuestos, la mayoria de ellos de naturaleza
monoterpénica. En el presente trabajo, por medio de destilacion fraccionada del
aceite esencial de C. ambrosioides y por técnicas de Resonancia Magnética
Nuclear encontramos cuatro principales compuestos, todos ellos de naturaleza
monoterpénica. Los cuales fueron utilizados para inhibir la actividad enzimatica
de la proteina tirosina fosfatasa EhPTPB de E. histolytica. Nuestros resultados
mostraron que el a-Terpineno, uno de los compuestos identificados, es un
inhibidor de la actividad de EhPTPB. El andlisis del posible mecanismo de
inhibicién, de la actividad enzimética de o-Terpineno sobre EhPTPB abordado
por docking, sugiere que este método es de utilidad para analizar la interaccion
proteina-ligante, este método nos aportd datos de los sitios de interaccion entre
EhPTPB y a-Terpineno. Sin embargo son necesarios algunos otros estudios
para entender completamente el mecanismo a través del cual a-Terpineno lleva
acabo la inhibicion de esta PTPasa de E. histolytica, asi como sus futuras
aplicaciones, como inhibidor o como alternativa en el tratamiento terapéutico en

enfermedades asociadas a PTPs.
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Abstract

In vitro and in vivo the essential oil of C. ambrosioides possesses activity
against various parasitic protozoa and has been widely used in the treatment of
various parasitic diseases. The essential oil of C. ambrosioides contains several
compounds most of them of monoterpene nature. In this work, using fractional
distillation of the essential oil of C. ambrosioides and Nuclear Magnetic
Resonance techniques, we found four major compounds, all of monoterpene
nature. These monoterpenes were used to inhibit the enzymatic activity of the
protein tyrosine phosphatase EnPTPB of E. histolytica. Our results showed that
the a-terpinene, one of the identified compounds, is an inhibitor of EnPTPB
activity. The analysis of the potential mechanism of inhibition of the enzymatic
activity of a-Terpinene on EhPTPB addressed by docking, suggests that this
method is useful to analyzing protein-ligand interaction, providing data about
interaction sites between EhPTPB and a-Terpinene. However it is necessary
achieve other studies to fully understand the mechanism by which a-Terpinene
inhibits the activity of this PTPase of E. histolytica, as well as future
applications, or alternatively use this terpinene as an inhibitor, in the therapeutic

treatment against diseases associated to PTPAses.
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I) Antecedentes

1. Aceites esenciales.

La naturaleza es rica en fuentes de diversidad biologica y quimica, se
sabe que muchos compuestos presentes en plantas poseen cualidades
benéficas para el tratamiento de diferentes enfermedades de diversa
naturaleza, sin embargo muchos de ellos son dificiles de obtener por sintesis
quimica. En los dltimos afios el interés en el estudio de las plantas con
propiedades medicinales ha incrementado, sobre todo para el tratamiento de
algunas enfermedades de gran relevancia como es el cancer (Heinrich and
Gibbons, 2001; Loizzo et al.,, 2007). En este sentido, los aceites esenciales
(AE) obtenidos de fuentes naturales han mostrado ser efectivos para el
tratamiento de infecciones en animales, en la preservacion de alimentos o para
incrementar su sabor (Newbold et al., 2004; Shelef, 1984; Wallace et al., 2010).
Se ha reportado la presencia de 20 a 60 compuestos en AE principalmente
terpenos, terpinenos y algunos otros constituyentes alifaticos y aromaticos de
bajo peso molecular de alrededor de 150 unidades de masa atomica (u)
(Bakkali et al., 2008).

Chenopodium ambrosioides es una planta aromatica que crece en
América Central y Sur América, y actualmente esta distribuida a través de las
regiones tropicales del mundo . C. ambrosioides L. familia Chenopodiace (sino.:
C. antheminticum, Botrys ambrosioides L., Blitum ambrosioides L.), es conocida
en México como epazote o hierba del zorrillo; paico, bitia, caa-ne, en Argentina
y Per(; hierva de Santa Maria, mastruz, en Brazil; ‘worm grass’, ‘Mexican tea’,
fit weed’, en EUA; aritasou, en Japdén; simé kontwd, patois en Dominica
(Simpson, 1962). Chenopodium proviene del griego xrjv (cheén), ganso y 1Toug
(pous), pie, lo cual nos describe en cierto modo la forma que tienen las hojas ya
que tienen 3 l6bulos. Ambrosioides proviene del griego AuBpoacia, a (a), prefijo
de negacion y Bpdtog (brétos), mortal. Epazote proviene del Nahuatl epatl,
hierba fétida, y tzotl, dulce, lo cual se refiere al olor tan fuerte que tiene esta

hierba y que para muchos es desagradable. Las infusiones y decocciones de
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las hojas, raices e inflorescencias de C. ambrosioides se han utilizado por
siglos de manera tradicional por varias poblaciones nativas de América Latina y
el Caribe como condimento y en medicina étnica. Ademas, durante las

primeras décadas del siglo XX.

El aceite esencial de C. ambrosioides era uno de los antihelminticos de
mayor distribucion en humanos, perros, gatos, caballos y cerdos. Su uso
decayo en la década de los 40 al descubrirse antihelminticos menos téxicos
(Quinlan et al.,, 2002)., A este respecto, Se ha reportado su actividad
antiprotozooaria, contra Trypanosoma cruzi (Kiuchi et al., 2002), Plasmodium
falciparum (Pollack et al., 1990) y Leishmania amazonensis (Patricio et al.,
2008).

In vitro el aceite esencial de C. ambrosioides posee actividad contra
promastigotes y amastigotes intracelulares de L. amazonensis, y es eficaz in
vivo en la leishmaniasis cutdnea causada por esta misma especie de
Leishmania, a dosis de 30 mg/kg diaria del aceite esencial, en ratones
(Monzote et al.,, 2006). Un estudio posterior evalu6 la eficacia, toxicidad y
resistencia del parasito tras la administracion intraperitoneal, oral e intralesional
en ratones del aceite esencial, siendo la administracion intraperitoneal, la mas
efectiva en controlar la enfermedad (Monzote et al.,, 2007). De manera
independiente, Nascimento y colaboradores mostraron la actividad in vitro de
C. ambrosioides contra L. amazonensis (Bezerra et al., 2006) e in vivo en
ratones que presentaban leishmaniasis cutanea y que fueron tratados de
manera oral e intraperitoneal (Patricio et al., 2008).

Se ha reportado que el ascaridol es el principal compuesto presente en
el aceite esencial de C. ambrosioides, ademas de que es el compuesto al que
se le han atribuido todas las propiedades antiparasitarias de esta planta
(Monzote et al.,, 2011). El ascaridol es un endoperéxido monoterpénico, [(1-
metil-4-(1-metiletil-2,3-dioxa-biciclo [2.2.2] oct-5-eno]; 1,4-epidioxi-p-mentano 0
1,4-peroxido-p-ment-2-eno, de formula molecular C19H;60, (CAS N° 512-85-6),
el cual se ha comprobado que es altamente efectivo contra nematodos,
produciendo un efecto paralizante sobre los parasitos intestinales, propiciando

que se desprendan del tejido intestinal al que se encuentran adheridos, sin
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embargo es altamente téxico por lo que su uso farmacéutico ha sido muy
limitado (MacDonald et al., 2004 ).

2. Compuestos presentes en el aceite esencial de C. ambrosioides.

Los compuestos mas caracteristicos de la familia Chenopodiaceae son
los flavonoides y terpenos (Al-Qura’n, 2005), El género Chenopodium incluye
mas de 200 especies nativas de Europa, Asia, India, Norte y América del Sur
(Smith, 2006), y la composicion del aceite esencial de C. ambrosioides puede
variar cuantitativa y cualitativamente en cada aislado, y no hay una correlacion
con la distribucién geografica. Se han reportado alrededor de 28 compuestos
presentes en el aceite de C. ambrosioies (Dembitsky et al., 2008). La mayoria
de ellos de naturaleza monoterpénica los cuales han sido obtenidos por
métodos como hidrodestilacién y extracciones mediante disolventes organicos
como metanol, etanol y éter etilico entre otros (Tabla Il). La abundancia de
estos compuestos puede variar dependiendo de la época del afio, region y
meétodo utilizado para la extraccidon, sin embargo ademas del ascaridol como
principal compuesto, se ha reportado la presencia de otros compuestos de
naturaleza monoterpénica (Chu et al., 2011; Jardim et al., 2008) entre los que
destacan por su abundancia, Ascaridol (55.38%), p-Cimeno (16.2%), o-
Terpineno (9.7%) Isoascaridol (4.3%) y Limoneno (3.8) (Cavalli et al., 2004). Se
ha observado que el ascaridol se encuentra en altas concentraciones en las
semilla de la planta, por lo que la concentracion del que es considerado el
principal componente activo de C. ambrosioides depende en gran medida de la
parte de la planta que se utilice para la extraccién (Sagrero-Nieves and Bartley,
1995).
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Tabla Il. Porcentaje de los compuestos que componen el aceite esencial de C.

ambrosioides.

indice de retencion Molécula Estructura %
de Kovats
1 1018 a-Terpineno ? 0.9
Sy
2 1026 p-Cimeno » 2.0
3 1033 Alcohol bencilico é 0.3
4 1075 p-Cresol @ 0.3
s
5 1113 p-Menta-1,3,8- S 0.2
trieno A
6 1191 p-cimen-8-ol 0.6
7 1197 a-Terpineol 0.5
8 1248 Z-Ascaridol 61.4
9 1260 Piperitona 0.9
10 1297 Carvacrol 3.9
11 1307 E-Ascaridol 18.6
E-Piperitol
12 1342 Acetato 0.5
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P
13 1363 Z-Carbil acetato O/ 0.2
P

Otros compuestos no identificados 10.6

Identificaciones tentativas de los compuestos basados en los indices de retencion de Kovats y
cromatografia de gases-masas. Se puede apreciar que el compuesto mas abundante es el Z-
Ascaridol 61.4 % (Jardim et al., 2008).

3. Inhidores de PTPasas.

Los inhibidores de las PTPasas incluyen los obtenidos de productos
naturales y compuestos sintéticos. Sin embargo la disponibilidad de estos es
muy limitada tanto en numero como en diversidad, y a diferencia de los
inhibidores de PTKasas, los inhibidores de PTPasas no han comenzado a
utilizarse ampliamente en estudios clinicos (Umezawa et al., 2003). Los
compuestos que contienen vanadio como es el vanadato y pervanadato, son
dos de los primeros inhibidores de PTPasas que fueron identificados, los
cuales son comunmente utilizados en la investigacion para el estudio de la
inhibicién de PTPasas celulares (Huyer et al., 1997).

Las PTPasas se han convertido en un blanco terapéutico atractivo,
debido a que junto con las proteinas tirosina cinasas regulan la fosforilacion en
tirosina de diversas proteinas. De esta manera, las PTPasas regulan diversos
procesos bioldgicos que van desde movilidad hasta proliferacion y muerte
celular por mencionar solo algunos, Ademas, algunas PTPasas pueden
participar en diversos procesos metabdlicos como es la PTP1B, la cual
participa en diabetes tipo Il y obesidad; y algunas como son SHP2 en cancer y
PTPN22 en procesos autoinmunes (Bower et al., 2014; Gu et al., 2014; Zheng
et al., 2014). Debido a lo anterior, la busqueda de inhibidores especificos para
PTPasas es de gran relevancia, tanto para la investigacion en el laboratorio
como en la medicina. Sin embargo el desarrollo selectivo de compuestos que
ademas sean permeables en las células resulta ser todo un reto. El avance en
la sintesis de inhibidores de PTPasas ha sido lento comparado con los
inhibidores de PTKs que actualmente se encuentran en uso clinico (Burke and

Zhang, 1998; Goldman and Melo, 2001). Algunos problemas adicionales en la
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sintesis de nuevos inhibidores de PTPAsas, como se menciona anteriormente,
es su permeabilidad, ya que la naturaleza altamente hidrofébica del sitio activo
de las PTPAsas clasicas tiene como consecuencia que muchos compuestos no
crucen la membrana celular; la selectividad es otra de las razones que hacen
dificil la sintesis de inhibidores, esto se debe a que el sitio activo de la familia
de las PTPs es altamente conservado, y la mayoria de las PTPasas de interés
médico tienen estrecha homologia, por lo que la inhibicion de alguna PTPasa
podria traer efectos adversos, por ejemplo: la pobre selectividad de
compuestos que contienen vanadio se debe a que estos compuestos solo se
unen al sitio activo altamente conservado de las PTPasas pero no inhiben a
las S/T fosfatasas debido a las diferencias en el mecanismo catalitico (Tsiani
and Fantus, 1997). Algunos otros inhibidores de PTPasas utilizados
comunmente son los analogos de fosfotirosina como es el caso de
difluorofosfometil fenilalanina (Burke et al., 1994) vy el 3-carboxil-4-O-
carboxilmetiltirosina (Burke and Zhang, 1998), aunque la eficiencia de inhibicion
esta en el orden de nanomolares, una desventaja de este tipo de inhibidores es
la carga -2 que poseen a pH fisiologico, lo cual disminuye su capacidad para

penetrar membranas celulares (Kole et al., 1995)

4. Inhibidores de PTPasas obtenidos de fuentes naturales.

Las PTPasas juegan un papel importante en varios tipos de
enfermedades humanas y condiciones fisiopatolégicas, por lo que resulta
relevante entender cémo la estructura y la funciébn de las PTPasas estan
relacionadas a una funcién normal o anormal de estas proteinas (Kang et al.,
2009; Konishi et al.,, 2003). Este conocimiento permite el disefio o
descubrimiento de nuevos inhibidores, en ocasiones obtenidos de fuentes
naturales, como es el caso de inhibidores de PTPasas obtenidos de plantas. La
defosfatina fue el primer inhibidor de PTPasas obtenida de fuentes naturales, el
cual fue aislada de cultivos de la cepa Streptomyces, encontrandose que
inhibia efectivamente a CDC45 con una ICsp de 7.7 uM (Imoto et al., 1993).
Otro inhibidor fue obtenido a partir de extractos con diclorometano de la raiz de

Ratanhiae radix, el cual ha sido tradicionalmente utilizado en contra de
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desordenes inflamatorios; su actividad anti-PTPasa ha sido atribuida al
compuesto ratanhiaphenol lll, el cual inhibe la actividad de PTP1B de manera
dosis-dependiente incrementando la fosforilacion del receptor de la insulina
(Heiss et al., 2012) . El perdxido de hidrogeno producido en respuesta a la
activacion del receptor del factor de crecimiento epidermal conduce a la
inhibicion de PTPasas (Sullivan et al.,, 1994). Al respecto, Chenopodium
ambrosioides contiene dos endoperoxidos como el Z-ascaridol y el E-ascaridol
a los cuales se les han atribuido las actividades antiparasitarias, y también
poseé varios compuestos de naturaleza monoterpénica como se observa en la
tabla II.

Algunos de los monoterpenos presentes en C. ambrosioides, fueron el
objeto de estudio de este trabajo, en el cual se analizé su efecto sobre la
actividad enzimatica de las PTPasas clasicas EhPTPA y EhPTPB de E.

histolytica.

5. Anadlisis de los sitios de unidn de inhibidores de la actividad enzimatica
de EhPTPB por el método de docking.

Los inhibidores de PTPasas como el vanadato, pervanadato y
fenilvinilsulfonato, inhiben la actividad enzimatica de las PTPasas por
interaccién directa con los residuos de aminoacidos que participan en el
mecanismo catalitico de esta familia de proteinas. Estos inhibidores
interaccionan, en el caso particular del fenilvinilsulfonato, con la C403 del sitio
catalitico de YopH formando un aducto covalente, ademéas, mediante
interacciones polares interacta con R356, Q446 y Q450 en la cadena
principal; estas interacciones también se han observado en otros complejos
PTPs/inhibidor (Alexandrine M. Bilwes et al., 1996; Liu et al., 2008). En el caso
del Vanadato, éste se une a la C catalitica de la PTP de Yersinia formando una
unién tiol-vanadil; mientras que el pervanadato se une a PTP1B por un
mecanismo que involucra la oxidacion de la C del sitio catalitico (Denu et al.,
1996; Huyer et al., 1997).

La busqueda de blancos para nuevas drogas necesita de la obtencion de
datos experimentales contundentes, en este sentido, el docking es una
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herramienta computacional que puede proporcionar informacion importante
acerca de la interaccion proteina-ligante, permitiendo no solo el disefio de
medicamentos o compuestos con actividad bioldgica, sino también analizar una
gran cantidad de estos, selecionar el nUmero de candidatos, con el propésito
de optimizar tiempos antes de realizar pruebas experimentales (Alam, 2014;
Patel and Patel, 2014). El estudio por docking de la interaccion proteina-ligante
requiere de la estructura cristalografica de ambos elementos, de no contar con
esto, se debe generar la estructura 3D a partir de la secuencia de aminoacidos
de la proteina de interés utilizando programas informéaticos de alta confiabilidad
(Attwood, T. K. y Parry-Smith. D. J., 2002).

La unidn proteina-ligante se aborda mediante modelado por homologia,
docking molecular y dinamica molecular, métodos que son ampliamente
utilizados para evaluar blancos terapéuticos potenciales (Kumalo et al., 2015;
Lu et al., 2014). La dinamica molecular es un método de gran utilidad cuando
no se dispone de la estructura cristalografica de una proteina. Este método
simula la evolucién del sistema en el tiempo utilizando las ecuaciones de

movimiento de Newton:

d?r,(®)
F.=m —_~
b de

En donde ri(t) = (xi(t), yi(t), zi(t)) es el vector de posicion de la i-ésima particula
y Fjes la fuerza que actla sobre la i-ésima particula al tiempo t y m;es la masa
de la particula. La integracion de esta ecuacién da como resultado la posicién
de los diferentes a&tomos en el tiempo y una trayectoria del sistema a lo largo de
este tiempo (Petrenko and Meller, 2010)

En el presente trabajo utilizando modelado por homologia, dinamica molecular
y docking abordamos el analisis del posible mecanismo de inhibicion de
compuestos presentes en C. ambrosioides contra la actividad enzimatica de
EhPTPB.
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Efecto del efecto del aceite esencial de C. ambrosioides sobre la actividad PTPasa de EhPTPB y andlisis por docking -
II) Justificacion

La inhibicion de la actividad de las PTPasas es considerada una
estrategia para el tratamiento de diferentes procesos patolégicos. En este
sentido, hay una importante tendencia en el uso de plantas como fuentes para
la obtencidon de compuestos con actividad bioldgica, que puedan ser usados
para el tratamiento de enfermedades de origen diverso (microbianas,
metabdlicas, etc.). Por lo que esta parte del trabajo se enfoca en la
identificacion de compuestos que inhiban la actividad enzimatica de EhPTPB,
presentes en extractos de Chenopodium ambrosioides. El analisis de los sitios
de interaccidn de los posibles inhibidores de la actividad PTPasa presentes en
C. ambrosioides proporcionara datos importantes sobre el posible mecanismo

de inhibiciéon de la actividad.

lIl) Hipotesis

Debido a la naturaleza endoperéxida de algunos compuestos presentes
en extractos de Chenopodium ambrosioides, éstos inhibiran la actividad
enzimatica de EhPTPB a través de la union con residuos relevantes para el

mecanismo catalitico.

V) Objetivo general

Identificar el (los) compuesto(s) que inhiben la actividad enziméatica de EhPTPB
presentes en el aceite esencial de Chenopodium ambrosioides, asi como el

posible mecanismo de inhibicién.

V) Objetivos particulares

1. Separar e identificar los compuestos presentes en el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides.
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2. Analizar el efecto del aceite completo y compuestos de C. amborsioides

sobre la actividad enzimatica de EhPTPB.

3. Estudiar por docking los posibles inhibidores de la actividad enziméatica de

EhPTPB presentes en C. ambrosioides.

VI) Resultados

Identificacion de los compuestos presentes en C. ambrosioides por RMN.

El espectro de RMN se registré en un espectrémetro JeolEca 500. Todos
los desplazamientos quimicos fueron reportados usando de referencia a TMS,
utilizando CD30D como disolvente. A partir del aceite esencial extraido de C.
ambrosioides obtenido por hidrodestilacién, se obtuvieron cuatro compuestos
principales: a-Terpineno (1), Limoneno (2), p-Cimeno (3) y Z-Ascaridol (4) en
una proporcion 42:29:19:10 respectivamente, los desplazamientos quimicos se

. . , I 1
muestran en una seccién posterior. Todos los desplazamientos quimicos de "H

y 3¢ se encuentran descritos en [ppm] y relativos al TMS, las técnicas 2D
HETCOR (Correlation by Polarization Transfer) y HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation), ademas de DEPT (Distortionless Enhancement
by Polarization Transfer) 90°/135° se utilizaron para asignar cada una de las
sefales de las estructuras quimicas de los compuestos presentes en el aceite.

Los compuestos a-Terpineno, Limoneno y p-Cimeno se obtuvieron en la
fraccion del aceite, la cual se denomin6é M2, los datos de RMN de 4 y 3¢ se

muestran a continuacion.

a-Terpineno (1): *H NMR (MeOD, 500 MHz) & 1.0 (6H, d, J = 6.87 Hz, H-8),
1.72 (3H, s, H-9), 2.04 (2H, m, H-5), 2.06 (2H, m, H-6), 2.23 (1H, m, H-7), 5.51
(1H, m, H-2) and 5.54 (1H, m, H-3). *C NMR (MeOD, 125 MHz) 5 142.14 (C-1),
116.77 (C-2), 119.70 (C-3), 132.81(C-4), 28.92 (C-5), 25.18 (C-6), 34.64 (C-7),
20.60 (C-8) and 21.95 (C-9).
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Limoneno (2): *H NMR (MeOD, 500 MHz) & 1.46 (2H, m, H-5), 1.61 (3H, b, H-
7), 1.88 (3H, m, H-3), 1.70 (3H, bt, H-10), 1.95 (2H, m, H-6), 2.06 (1H, m, H-4),
4.67 (2H, bt, H-9) and 5.36 (2H, b, H-2). *3C NMR (MeOD, 125 MHz) & 133.52
(C-1), 120.57 (C-2), 30.86 (C-3), 41.47 (C-4), 28.13 (C-5), 30.48 (C-6), 22.61
(C-7), 150.00 (C-8), 107.94 (C-9) and 19.93 (C-10).

p-Cimeno (3): *H NMR (MeOD, 500 MHz) & 1.19 (3H, d, J = 6.87, H-7), 2.24
(3H,s,H-5), 2.81 (1H, m, H-6), 7.05 (2H, d, J = 8.0, H-2) and 7.06(2H, d, J = 8.0,
H-3). *C NMR (MeOD, 125 MHz) & 134.50 (C-1), 128.84 (C-2), 126.14 (C-3),
146.50 (C-4), 20.00 (C-5), 33.93 (C-6) and 23.51 (C-7).

Por otra parte, al residuo del matraz de destilacion fraccionada del aceite
esencial de C. ambrosioides se le denomin6 M1, se logro la identificacion del Z-
Ascaridol como compuesto principal, los datos de RMN de 4 y 13¢ son los

siguientes:

Z-Ascaridol (4): *H NMR (MeOD, 500 MHz) & 0.96 (3H, d, J = 6.8, H-10), 0.97
(3H, d, J = 6.8, H-10), 1.3 (1H, s, H-12), 1.52 (2H, d, J = 9.45, Hengo-7,8), 1.84
(1H, m, H-9), 1.93 (2H, d, J = 9.45, Hey-7,8), 6.41 (1H, d, J = 8.6, H-5), and
6.51(1H, d, J = 8.6, H-6). **C NMR (MeOD, 125 MHz) d 136.21 (C-5), 132.76
(C-6), 79.80(C-1), 74.35 (C-4), 32.09 (C-9), 29.11 (C-8), 25.17 (C-7), 20.23 (C-
12), 16.18 (C-10) and 16.07 (C-10).

La técnica de HETCOR se utiliz6 para determinar la union de los
hidrogenos a cada uno de los carbonos, cuya correlacion es a un enlace. La
figura 13 muestra el espectro de HETCOR de M2 en la regién de los carbonos

secundarios de la mezcla de a-Terpineno, Limoneno y p-Cimeno.
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Figura 13. Espectro HETCOR en MeOD. Se observa la correlacion de los protones con
sus respectivos carbonos, del lado derecho se muestran los compuestos o-Terpineno,

Limoneno y p-Cimeno de arriba hacia abajo respectivamente.

La identificacion de los carbonos primarios, secundarios, terciario o
cuaternario de las moléculas se llevé a cabo por la técnica de RMN DEPT
90°/135°, en el espectro DEPT con pulso de 90° solo las sefales de los CH
(carbonos terciarios) son visibles, mientras que en el DEPT con pulsos de 135°
las sefales provenientes de CH2 (carbonos secundarios) se encuentra hacia
debajo de la linea base, mientras que las sefiales de CH (carbonos terciarios) y
CH3 (carbonos primarios) aparecen hacia arriba de la linea base del espectro
de RMN de **C, (Fig. 14).
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Figura 14. Espectro de RMN de *C, Técnica DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer). En (A) se aprecia los espectros que
corresponden, sin pulsos y con pulsos de DEPT 90° y 135°, mientras que en (B) solo los que

corresponden a 135°.

Finalmente la técnica fundamental de RMN para cada una de las
sefales de los compuestos presentes en C. ambrosioides fué HMBC, la cual
correlaciona los H con los C a dos o tres enlaces. Las figuras 15 y 16 muestran

los espectros HMBC de M2 y M1, respectivamente.
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MeOD.
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Efecto del aceite completo o de las fracciones sobre la actividad de EhPTPB.

Se llevaron a cabo ensayos de actividad enzimatica usando el aceite
completo a una concentracion del 1 % v/vy pNPP [15 mM] como sustrato. Los

resultados muestran una inhibicion del 92% en la actividad de EhPTPB,
mientras que utilizando NazVO4 [3 mM] un inhibidor conocido de PTPasas, la

actividad disminuyo en un 31% (Fig. 17).
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Figura 17. Inhibicién de la actividad de EhPTPB por aceite completo de C.
ambrosioides. Actividad enzimatica de EhPTPB en presencia del aceite completo de C.
ambrosioides (E + crude oil), 6 en presencia de Na3VO4 (E+ Na3V04), 6 sin ninguna adicion
(+ control). Se utiliz6 como sustrato el p-nitrofenol fosfato (pNPP).. Se muestra el promedio de
tres experimentos independientes, cada uno por triplicado. Los simbolos indican diferencias

significativas comparadas con el control *P < 0.01, **P < 0.001.

Para llevar a cabo la separacion de los compuestos, el aceite completo
se sometio a destilacion fraccionada; la fraccion asignada como M2 mostro la
presencia de ao-Terpineno, Limoneno y p-Cimeno en una proporcion
71.1:19.0:9.9, respectivamente. El ascaridol permanecio en el matraz de
destilacién como el producto principal (M1). Con el propdésito de identificar la
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fraccion mas efectiva para inhibir la actividad enzimatica de EhPTPB, se
llevaron a cabo ensayos de inhibicion de la actividad enzimética con las
fracciones obtenidas. Los resultados obtenidos muestran que la fraccién que
contiene a-Terpineno, Limoneno y p-Cimeno inhibieron la actividad enzimatica
en un 95% a una concentracion de 1% v/v, mientras que la fraccion que
contiene z-Ascaridol no tuvo algun efecto evidente sobre la actividad

enzimética (Fig. 18).
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Figura 18. Inhibiciéon de la actividad de EhPTPB por fracciones de C.
ambrosioides obtenidas por destilacién fraccionada. Los ensayos se llevaron a
cabo usando pNPP [15 mM] como sustrato, el aceite vy las fracciones se usaron al 1% v/v y
0.03 ug de proteina. Control positivo EnPTPB (barra negra), EhPTPB + aceite completo (ET+
E, barra gris), EhnPTPB + fraccién conteniendo p-Cymeno, Limoneno y a-Terpineno (M2, barra
blanca) y EhPTPB + fraccién conteniendo (z)-Ascaridol (M1, barra con lineas). *P < 0.001

comparada con el control.

Inhibicién de la actividad enzimatica por los monoterpenos presentes en C.

ambrosioides.

Para determinar cuél de los tres terpinenos presentes en el aceite
ecencial de C. ambrosioides poseia la habilidad para inhibir la actividad de
EhPTPB, se llevaron a cabo ensayos de inhibicién de la actividad enzimatica
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utilizando de manera individual cada componente: a-Terpineno, Limoneno, p-
Cimeno y (Z)-ascaridol. Los resultados muestran que solo el a-Terpineno fue
capaz de inhibir la actividad enzimatica de manera significativa, mientras que el
p-Cimeno, el Limoneno y el (Z2)-ascaridol no tuvieron efecto sobre la actividad
de ERPTPB (Fig. 19).
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Figura 19. Inhibicion de la actividad de EhPTPB por a-Terpineno. Los ensayos
se realizaron usando 0.03 mg de la proteina EhPTPB, pNPP 15 mM como sustrato y los
diferentes terpinenos a una concentracion de 10 mM en cada caso, la reaccion de inhibicién de
la actividad de EhPTPB para cada compuesto se llevé a cabo durante 5 min. EhPTPB sin
terpinénos (+control), EnPTPB + a-Terpineno (E+ a-Terpinene), EhPTPB + p-Cimeno (E+ p-
Cymene), EnPTPB + Limoneno (E+Lymonene), EhPTPB + (Z)-Ascaridol (E+Ascaridole). La
diferencia de la actividad enzimatica entre o-Terpineno y el control positivo fue

estadisticamente significativa, *P <0.003.

Analisis por docking del posible mecanismo de inhibicion de la actividad de
EhPTPB.

Para determinar el posible mecanismo a través del cual o-Terpineno

inhibe la actividad enzimatica de EhPTPB, se realiz6 el analisis in silico,
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utilizando al o-Terpineno y fenilvinilsulfonato, este Ultimo, un inhibidor ya
probado contra PTPasas (Liu et al., 2008) el cual se utiliz6 como control
positivo. La estructura 3D de la proteina EhPTPB, se obtuvo a partir de la
secuencia de aminoacidos (aa) de la proteina derivada del gen clonado y
secuenciado en el grupo de trabajo. Esta secuencia de a.a se sometid a
modelado por homologia empleando el programa I-Tasser, mediante el cual se
obtuvo el modelo 3D de EhPTPB (Fig. ap. 1), una vez obtenida la estructura, el
siguiente paso consisti6 en relajar las tensiones dentro de la estructura
utilizando la plataforma NAMD 2, a su vez se dibujo la estructura y se realizé6 la
minimizacion de la energia del ligante usando el programa GaussView 2.1 (Fig.
ap. 2) y posteriormente la preparacion de la proteina EhPTPB para dindmica

molecular en presencia de agua (Fig. 20).

Figura 20. Preparacion de EhPTPB para dinamica molecular. En la figura se
observa a la proteina en presencia de agua, con la finalidad de crear las condiciones lo mas

parecido a las condiciones reales.

Para el analisis de docking, a-Terpineno y fenilvinilsulfonato se probaron
contra el sitio catalitico de EhPTPB, y a través de este analisis se determind
que a-Terpineno interactia con C203 y D167, los cuales son amino&cidos

esenciales en el mecanismo catalitico de las familia de las PTPasas (Fig. 21),
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ademas se observa que a-Terpineno, se sitla exactamente dentro de la

cavidad del sitio catalitico de la enzima (Fig. ap. 3).

Figura 21. Interaccién de a-Terpineno y fenilvinilsulfonato con el sitio
catalitico de EhPTPB a través del docking. El analisis in silico de la interacciéon
proteina-ligante por el método de docking, se realiz6 usando el programa Autodock 4.0.1, para
determinar los sitios de interaccion de a-Terpineno y el inhibidor de PTPasas fenilvinilsulfonato
sobre el sitio catalitico EhPTPB. Los resultados muestran la interaccion de o-Terpineno
(molécula en verde) con la C203 y D167 en el sitio catalitico de EhPTPB, las distancias
menores a 4.0 Angstroms entre los residuos del sitio catalitico de EhPTPB y a-Terpineno
sugieren interaccion (A). El inhibidor fenilvinilsulfonato (molecula verde) fue usado como control
en este analisis mostrando que éste interactia con Al67 y Q288 (B), estos residuos son
importantes en el mecanismo catalitico de las PTPasas (Liu et al., 2008).
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VII) Discusion

El aceite de C. ambrosioides ha sido estudiado ampliamente y usado en
el tratamiento de paréasitos intestinales por diferentes culturas alrededor del
mundo, sus propiedades antiparasitarias han sido atribuidas al endoperéxido
ascaridol, el cual constituye el compuesto mas abundante en esta planta
(Cavalli et al., 2004; Nascimento et al., 2006; Okuyama et al., 1993). Otros
compuestos, principalmente monoterpenos, se han identificado en extractos de
C. ambrosioides (Cavalli et al., 2004), y varios estudios han mostrado que el
aceite esencial de C. ambrosioides es efectivo contra Plasmodium falciparum,
Leishmania amazonenensis, Trypanosoma cruzi y contra otros parasitos de
relevancia médica (Franca et al., 1996; Kiuchi et al., 2002; Patricio et al., 2008;
Pollack et al., 1990). En este estudio en nuestro grupo de trabajo identificamos
cuatro compuestos principales presentes en el aceite esencial de C.
ambrosioides: a-Terpineno (42%), Limoneno (29%), p-Cimeno (19%) and Z-
Ascaridol (10%), otros estudios han reportado la identificacion de estos y otros
compuestos en C. ambrosioides (Jardim et al.,, 2008). En otros reportes el
ascaridol parece ser el compuesto mas abundante (Chu et al., 2011; Jardim et
al., 2008), sin embargo en el presente trabajo encontramos que el principal
compuesto fue a-Terpineno. La composicion quimica del aceite de C.
ambrosioides muestra variabilidad en los compuestos que pueden estar
presentes, esto dependera del origen de la planta, clima, quimiotipo de la
especie, método de extraccidon del aceite y método realizado para el analisis de
los elementos (Adeleke A. Kasali, 2006; Cavalli et al., 2004; Jorge A. Pino,
2003). De esta forma la concentracion de estos compuestos puede ser
diferente del C. ambrosioides obtenido del Valle de México con respecto del C.
ambrosioides de otras partes del mundo.

El aceite obtenido de C. ambrosioides utilizado para los ensayos de
inhibicion de la actividad enzimatica, mostro una inhibicion de la actividad
enzimatica de EhPTPB del 92% en los ensayos in vitro, sin embargo no se
sabia si este efecto se debia a la presencia de algun endoperdxido en el aceite
obtenido, el cual podria oxidar la C del sitio catalitico disminuyendo la actividad
de EhPTPB, como sucede con el peroxido de hidrégeno (Rao et al., 2000). Por
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lo que fue necesario analizar que compuesto 0 compuestos tenian esta
propiedad. Para abordar este aspecto, se analizaron las fracciones obtenidas
por destilacion fraccionada, encontrando que la fraccion que contiene el
endoperoxido ascaridol (M1), no tuvo ningun efecto sobre la actividad
enzimatica de EhPTPB como lo hubiéramos esperado; sin embrago la fraccién
que contenia los terpinenos (M2) fue capaz de disminuir la actividad enzimética
de EhPTPB. Lo siguiente fue evaluar cuél de los terpinenos presentes en esta
fraccion tenia esta propiedad, para lograr esto, realizamos ensayos de
inhibicion de la actividad enzimatica usando cada terpineno por separado.
Nuestros resultados proveen por primera vez evidencias de que a-Terpineno
reduce significativamente la actividad enzimatica de EhPTPB in vitro, mientras
que p-Cimeno, Limoneno o Z-ascaridol no tuvieron ningun efecto sobre la
actividad enzimatica. En este sentido, algunos estudios han sido llevado a cabo
para probar algunos triterpenoides para inhibir la actividad de proteina tirosina
fosfatasa de PTP1B (Choi et al., 2012; Scott et al.,, 2011) encontrando
resultados positivos. En estudios mas recientes 300 inhibidores de PTP1B
aislados de diferentes fuentes naturales fueron analizados a detalle, reportando
que algunos diterpenos, triterpenos y algunos de sus derivados inhiben la
actividad de PTP1B; sin embrago los mecanismos de inhibicion llevados a cabo
por estas moléculas para inhibir la actividad PTPasa no esta bien definidos
hasta ahora (Jiang et al., 2012). A pesar de los estudios previos para encontrar
nuevos inhibidores de PTPasas obtenidos de fuentes naturales, este es el
primer reporte que muestra que el monoterpeno a-Terpineno es un inhibidor de
la actividad PTPasa de EhPTPB. Para tratar de abordar el posible mecanismo
a través del cual a-Terpineno inhibe la actividad enziméatica de EhPTPB,
llevamos a cabo andlisis in silico mediante docking de a-Terpineno contra el
sitio catalitico de EhPTPB. Los resultados indican que C203 y D167 localizados
en la hendidura catalitica, interactian con a-terpineno a través de uniones tipo
Van der Waals. Estas interacciones resultarian de relevancia en el mecanismo
de inhibicion, debido a que estos residuos estan involucrados en el mecanismo
catalitico de la familia de las PTPasas (Cho et al., 1992; Denu and Dixon, 1995;
Zhang, 2002), el 83 % de los sitios activos estan en el pocket de la enzima, por

lo que el hecho de que a-Terpineno se situé en el pocket catalitico resulta
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bastante viable (Laskowski et al., 1996). El control positivo de inhibicion de
actividad enzimatica fue el fenilvinilsulfonato un inhibidor de PTPasas ya
reportado, los resultados del andlisis indican que tedricamente este inhibidor
interactda con la D167 and Q288, los cuales se han reportado interactan con
este inhibidor (Liu et al., 2008), de esta manera estos resultados nos aportan
evidencias tedricas sobre el posible mecanismo a través del cual a-Terpineno

inhibe la actividad de EnPTPB por interaccion directa con estos residuos.

VIII) Conclusién de la seccion B

En el presente trabajo, encontramos cuatro principales compuestos por

destilacion fraccionada del aceite esencial de C. ambrosioides, todos ellos de
naturaleza monoterpénica. Nuestro hallazgo de que el a-Terpineno es un
inhibidor de la actividad de EhPTPB, es realmente interesante, debido a que
este es el primer reporte, sobre el potencial efecto inhibidor que tiene este
monoterpeno sobre la actividad PTPasa en el caso particular de EnPTPB.
El analisis del posible mecanismo de inhibicion, de la actividad enzimatica de o-
Terpineno sobre EhPTPB abordado por docking, sugiere que este método es
de utilidad para analizar la interaccion proteina-ligante, este método nos aportd
datos de los sitios de interaccion entre EnPTPB y a-Terpineno. Sin embargo
son necesarios algunos otros estudios para entender completamente el
mecanismo a través del cual este componente lleva acabo la inhibicién de esta
PTPasa de E. histolytica, asi como sus futuras aplicaciones, como inhibidor o
como alternativa en el tratamiento terapéutico en enfermedades asociadas a
PTPs.
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XI) Apéndice: Imagenes y Figuras

Figura Al. Estructura 3D generada por el programa I-Tasser.

Figura A2. Dibujo y minimizacion de la energia de los ligandos con el programa
GaussView 2.1.
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Figura A3. a-Terpineno (molécula verde) se sitia exactamente dentro de la

cavidad del sitio catalitico de la enzima.

Figura A4. Sistema de hidrodestilacion para obtener el aceite esencial de C.
ambrosioides.
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Figura A5. Destilacion Fraccionada del Aceite esencial de C. ambrosioides.
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X : parts per Million : 1H

X : parts per Million : 1H

Figura A6. Espectro completo ampliado de H1, del aceite completo de C.

ambrosioides.
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Figura A7. Espectro ampliado de 13C del aceite completo de C. ambrosioides.
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