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RESUMEN 
 
 
 

La proteína fosfatasa PP2C pertenece a la familia de enzimas que hidrolizan 

residuos fosforilados de serina y treonina (PST), participando en procesos 

esenciales como la diferenciación y la respuesta al estrés celular. En estudios 

previos, la PP2C ha sido localizada en el bolsillo flagelar y a lo largo del flagelo de 

Leishmania mexicana; sin embargo, su función específica no ha sido 

completamente caracterizada. En el presente trabajo se evaluó la participación de 

la PP2C en el crecimiento, viabilidad celular, actividad enzimática y morfología del 

promastigote de L. mexicana. Para ello, se emplearon cepas wildtype (WT), knock-

out sencillo (KOS) y knock-out doble (KOD), cultivadas in vitro durante seis días. 

Los resultados mostraron que las cepas mutantes presentaron una disminución 

progresiva en el crecimiento y la viabilidad a partir del cuarto día de cultivo, en 

contraste con la cepa WT. Asimismo, una actividad enzimática de fosfatasas donde 

los knock-out hidrolizan los primeros días de cultivo con mayor eficiencia el sustrato 

comparado con los WT, también se observaron alteraciones morfológicas evidentes 

en los promastigotes, con una reducción en la longitud celular y flagelar, así como 

desorganización de organelos como el núcleo, cinetoplasto y bolsillo flagelar. La 

ausencia total de la proteína PP2C en los parásitos KOD, confirmada por western-

blot, sugiere que esta fosfatasa es importante para el mantenimiento estructural del 

parásito, de igual manera estos hallazgos indican que la PP2C podría posicionarse 

como un posible factor de virulencia y blanco terapéutico en la leishmaniasis 

cutánea. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
1.1 Leishmaniasis 

El término Leishmaniasis hace referencia al conjunto de manifestaciones clínicas 

causadas por diversas especies del género Leishmania (Choi & Lerner, 2002). Las 

regiones afectadas suelen ser remotas, con recursos limitados para el tratamiento 

de la enfermedad. La leishmaniasis se ha descrito como una de las enfermedades 

tropicales más desatendidas (Ghorbani & Farhoudi, 2017), es endémica en 98 

países y alrededor de 350 millones de personas son susceptibles a la enfermedad 

(De Vries et al., 2015). Las manifestaciones clínicas de la enfermedad incluyen la 

leishmaniasis visceral (LV, también conocida como enfermedad de Kala-Azar), 

cutánea (LC) y mucocutánea (LMC) (Pearson & Sousa, 1996). La LV es causada 

por los complejos Leishmania infantum (syn L. chagasi) y L. donovani. La LC es 

causada por Leishmania major y L. tropica en Oriente Medio y Asia central, y por el 

complejo L. braziliensis y Leishmaniasis mexicana (L. mexicana) en América 

(Savoia, 2015). 

En México, la leishmaniasis representa un serio problema de salud, se reconoce 

que 25 de 32 estados en el país tiene al menos un caso reportado (Rodríguez-

Serrato et al., 2020). Las zonas endémicas con mayor prevalencia de leishmaniasis 

incluye a los estados de Chiapas, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Veracruz, 

Yucatán, Campeche, Tabasco y Quintana Roo, uno de los factores actuales del 

aumento de las infecciones por Leishmania, es la deforestación de áreas silvestres 

para la creación de nuevas tierras agrícolas y proyectos de infraestructura, como el 

Tren Maya (Blum-Domínguez et al., 2024). Durante 2019 México reportó 1,014 

casos de leishmaniasis cutánea (CENAPRECE, 2022). La leishmaniasis cutánea 

puede ser: localizada (LCL) o difusa (LDL), esta forma de manifestación es la más 

común en México, la cual es causada por L. mexicana (Abu-Dayyeh et al., 2010).  
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1.2 Ciclo de vida de Leishmania  

En Leishmania presenta dos estadios principales: el amastigote, que corresponde 

a la fase intracelular presente en el hospedador vertebrado, y el promastigote, que 

se encuentra presente en el vector (Abdelhaleem et al., 2019). 

Aproximadamente 30 especies diferentes de flebótomos pueden transmitir este 

parásito, ya sea de forma antroponótica o zoonótica, a través de su picadura (De 

Vries et al., 2015). Al alimentarse del hospedero, los flebótomos hembra de los 

géneros Phlebotomus y Lutzomyia inoculan promastigotes metacíclicos. La lesión 

mecánica producida por la picadura, junto con los componentes de la saliva del 

flebótomo, así como la liberación local de la interleucina IL-8 quimiotáctica de 

neutrófilos, favorecen el reclutamiento de estas células al sitio de infección. 

Posteriormente, los macrófagos son atraídos por la liberación de factores 

quimiotácticos, como CCL2, y participan en la eliminación de los cuerpos 

apoptóticos. Este proceso está acompañado por la inhibición de la secreción de la 

interleucina (IL) IL-12 y la secreción elevada de interleucina IL-10 y Factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β), que juntos crean un ambiente antiinflamatorio 

que favorece la supervivencia del parásito. La infección inicial de los neutrófilos, 

continua con la acción de los macrófagos, quienes fagocitan las células infectadas, 

este mecanismo se conoce como “caballo de Troya” (Laskay et al., 2003). Dentro 

del macrófago, los promastigotes se transforman en  amastigotes y se dividen en la 

vacuola parasitófora hasta lisar a la célula (Esq. 1). Los amastigotes liberados son 

fagocitados por otras células, facilitando así tanto la supervivencia como la 

diseminación del parásito (Silva-Moreira et al., 2025). 
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Esquema 1. Ciclo de vida de Leishmania. 

(A) El flebótomo, la hembra infectada inocula en la dermis del hospedero mamífero los promastigotes 

metacíclicos, los cuales infectan a los neutrófilos reclutados en el sitio de la picadura. (B) Los parásitos se 

transforman en amastigotes intracelulares. (C) Los neutrófilos apoptóticos infectados son fagocitados por los 

macrófagos. (D) En el interior de los macrófagos se forma la vacuola parásitofora. (E) Los amastigotes se 

multiplican por fisión binaria hasta lisar al macrófago. (F) La infección se disemina y el número de células 

infectadas aumenta. (G) El flebótomo hembra se infecta al ingerir células infectadas que contienen amastigotes 

intravacuolares durante la ingestión de sangre de un hospedero infectado. (H) En el tracto digestivo del vector, 

los amastigotes se liberan y se diferencian en promastigotes. (I) Los promastigotes procíclicos se multiplican 

por fisión binaria. (J) Los promastigotes continúan multiplicándose hasta alcanzar un número suficiente de 

parásitos para infectar al hospedero. (K) Los promastigotes procíclicos pasan por una serie de cambios 

bioquímicos y morfológicos hasta diferenciarse en promastigotes metacíclicos altamente infectivos (Silva-

Moreira et al., 2025).   
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1.3 Moléculas de virulencia en Leishmania  

Leishmania tiene diversas moléculas en su superficie como; El lipofosfoglicano 

(LPG) y la glicoproteína 63 (GP63), las cuales han sido postuladas en algunas 

especies de este parásito como posibles factores de virulencia. El LPG cubre la 

superficie del parásito y el flagelo formando un glicocálix. La estructura del LPG es 

diferente entre las especies de Leishmania y está formada, principalmente, por 

unidades repetidas de un disacárido y un fosfato unido a la membrana por 

glicosilfosfatidilinositol (GPI). Esta molécula es muy abundante en los promastigotes 

en comparación con los amastigotes (Ivens et al., 2005). 

La GP63 en los promastigotes de L. amazonensis y L. major se ha reportado que 

ayuda al parásito a evitar la lisis mediada por el complemento. Además, actúa como 

una opsonina ayudando al parásito a interactuar con los macrófagos a través de los 

receptores del complemento 1 y 3 favoreciendo su internalización e interactúa con 

el receptor de fibronectina (FR) para la adherencia del parásito en los macrófagos. 

Estudios in vitro realizados con los promastigotes de L. mexicana han observado 

que la GP63 al contacto con la matriz extracelular del tejido subcutáneo degrada los 

componentes extracelulares favoreciendo su rápida migración (Gomez et al., 2009). 

Por otro lado, la fosfatidilserina (PS) tiene mayor abundancia en la forma de 

promastigotes metacíclicos y amastigotes, también favorece a la supervivencia 

intracelular del parásito, debido a que la exposición de PS en la membrana externa 

del parásito imite a las células apoptóticas del hospedero permitiendo “engañar” a 

los macrófagos. Esta molécula es secretada en el sistema digestivo del vector 

Plebotomus o Lutzomyia (Gomez et al., 2009).  

El proteofosfoglicano (PPG) se encuentra en la superficie del promastigote 

metacíclico, tiene la función de inducir citocinas antiinflamatorias y limita el 

reclutamiento de las células inmunes en el sitio de infección, esto se debe a que 

forma una capa protectora que interfiere con la formación del complejo de ataque a 

la membrana del complemento (Kaushal et al., 2023). Las proteínas de choque 

térmico (HSP) participan en la diferenciación celular del parásito de promastigote a 

amastigote, también participa en el reciclaje y degradación de proteínas mal 

plegadas, al igual que ayuda al parásito a mantener su viabilidad celular 
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(Hombach-Barrigah et al., 2019). Las fosfatasas secretadas por el parásito 

interfieren con la activación de macrófagos, evadiendo así la respuesta inmune, 

también se disminuye la fosforilación en las vías de señalización MAPK y JAK/STAT 

(Norris-Mullins et al., 2014). Estas moléculas han sido postuladas en algunas 

especies de Leishmania spp. como posibles factores de virulencia.  

 

1.4 Proteínas fosfatasas 

La regulación de múltiples funciones celulares en los organismos se basa en la 

fosforilación y desfosforilación de proteínas, procesos mediados por cinasas y 

fosfatasas que actúan de forma opuesta para mantener el equilibrio de fosforilación 

(Anwar & Gourinath, 2016). Las fosfatasas se clasifican en tres familias basadas en 

la especificidad de sustrato, estructura y mecanismo catalítico, como se presentan 

a continuación:  

A) Tirosinas fosfatasas (PTPs), son enzimas que desfosforilan residuos de 

tirosina fosforilados específicos (Lillo et al., 2014): Con base en sus dominios 

catalíticos y en su especificidad de sustrato, las PTP se clasifican en Clase I, 

Clase II, Clase III y Clase IV (Andreeva & Kutuzov, 2008). Estas enzimas se 

caracterizan por la presencia de un motivo altamente conservado en su sitio 

catalítico, con la secuencia consenso (I/V)HCXXGXXR(S/I), donde “C” 

corresponde a una cisteína, “R” a una arginina y “X” puede ser cualquier 

aminoácido (Tonks, 2003). 

La gran mayoría de las PTPs de Leishmania pertenecen al grupo de Clase I, 

que se subdivide en PTPs clásicas y de especificidad dual (Szöör, 2010). Las 

PTPs clásicas incluyen fosfatasas homólogas a la proteína tirosina fosfatasa 

1B humana (PTP1B). A diferencia de las presentes en eucariotas superiores, 

en Leishmania y otros parásitos cinetoplastos, este grupo no contiene 

receptores de PTPs. Las fosfatasas de doble especificidad (DUSP) son 

capaces de desfosforilar una amplia variedad de sustratos fosforilados, 

además de la fosfotirosina (Soulat & Bogdan, 2017). 

B) La actividad catalítica depende de la presencia de la cisteína (Tonks, 

2003). 
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C) Las proteínas serina-treonina fosfatasas (PST) son enzimas que se 

encargan de hidrolizar específicamente los aminoácidos fosforilados en 

serina - treonina (Anwar & Gourinath, 2016).   

 

1.5 Proteínas fosfatasas serina-treonina (PST) 

Inicialmente, las proteínas PST se dividieron en dos tipos: las fosfatasas tipo 1 

(PP1), responsable de desfosforilar la subunidad β de la cinasa fosforilasa, y la 

fosfatasa tipo 2 (PP2), encargada de desfosforilar la subunidad α de la misma 

enzima (Djeghader et al., 2013). 

En un estudio de análisis bioinformático se demostró que ninguna de las proteínas 

fosfatasas de histidina utilizan el mecanismo clásico de secreción (Silverman et al., 

2008). Sin embargo, se encontraron diferentes proteínas con posibles funciones, 

entre las más importantes: proteínas que participan en el proceso de transporte 

vesicular; involucradas en la sobrevida del parásito; posibles candidatos factores de 

virulencia; y proteínas que participan en la transducción de señales. De entre estas, 

se encuentra la proteína fosfatasa 2C (PP2C), la fosfatasa de piruvato 

deshidrogenasa y otras PST están estrechamente relacionadas y no comparten 

homología de secuencia con PPP, formando así una familia distinta llamada 

proteínas fosfatasas dependiente de metales (PPM) (Barford et al., 1998), la cual 

dependen principalmente, de magnesio (Mg+2) y manganeso (Mn+2) para su 

actividad enzimática (Escalona-Montaño et al., 2016). 

 

1.6 Proteínas fosfatasa PP2C 

Las proteínas fosfatasas PP2C constituyen una amplia familia de enzimas 

altamente conservadas, con 16 genes distintos en el genoma humano que generan 

al menos 22 isoformas diferentes (Lagorgette et al., 2024). En plantas, el número 

de genes de PP2C es aún mayor, alcanzando 80 en Arabidopsis thaliana (Shi, 

2009). Estas proteínas participan en diversas cascadas de señalización celular, y 

sus funciones principales incluyen la regulación de las respuestas al estrés, la 

senescencia y el ciclo celular (Lagorgette et al., 2024). En eucariotas PP2C se 
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localiza en el núcleo y presenta una secuencia líder mitocondrial (Joshi et al., 2007). 

En L. mexicana se ha observado la secreción de fosfatasas tipo PP2C por los 

promastigotes (Escalona-Montaño et al., 2016). Asimismo, en L. major se han 

identificado fosfatasas asociadas a la membrana, cuya expresión proteíca es mayor 

en los promastigotes metacíclicos en comparación con los procíclicos (Aguirre-

García et al., 2006). Entre éstas fosfatasas destaca una fosfatasa serina/treonina 

del tipo PP2C codificada por el gen LmjF 25.0750 de L. major, (Escalona-Montaño 

et al., 2021). Se ha demostrado que dicha proteína se encuentra localizada en el 

bolsillo flagelar de amastigotes y el flagelo de los promastigotes (Escalona-Montaño 

et al., 2016). Con la finalidad de conocer la función de la fosfatasa PP2C en el 

parásito, Escalona-Montaño (2018) generó promastigotes de L. mexicana con 

deleción del gen Lmx250750 (localizado en el cromosoma 25). En los cuales se 

observó un acortamiento del flagelo y una forma celular irregular. En otros modelos 

de estudio como en Trypanosoma cruzi, se han identificado fosfatasas de tipo 

serina/treonina en el flagelo y el bolsillo flagelar (Orr et al., 2000), y se ha observado 

que, al inhibir estas fosfatasas con una concentración mayor del inhibidor ácido 

okadaico, afecta la morfología del flagelo (González et al., 2003). 

 

1.7 Proteínas en la estructura flagelar de Leishmania  

El flagelo de Leishmania es considerado un orgánulo multifuncional, debido a que 

sufre cambios estructurales durante el ciclo de vida del parásito (Gossage et al., 

2003). Existen dos estadios celulares en el ciclo de vida de Leishmania: la forma 

amastigote, la cual prolifera en macrófagos de mamíferos, pose un axonema de 

microtúbulos 9+0 de tipo sensorial corto, y promastigote con un axonema 9+2 móvil 

largo canónico. La estructura del axonema es fundamental para el mantenimiento y 

la motilidad del flagelo, y se ha confirmado que la mayoría de los axonemas están 

delimitados por una membrana. El flagelo de promastigote de Leishmania, tiene una 

zona de unión flagelar (FAZ), se encarga de conectar el citoesqueleto del cuerpo 

celular con el citoesqueleto del flagelo a través del cuerpo celular y la membrana 

del flagelo (Esq. 2). Esta zona consta de 3 dominios; (1) el dominio del cuerpo 
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celular, (2) el dominio intermembrana, y (3) el dominio flagelo (Wheeler et al., 2015). 

El flagelo en Leishmania y Trypanosoma desempeña una amplia variedad de 

funciones biológicas, entre ellas la motilidad, la adhesión a las membranas del 

hospedero (tanto en el vector como en el mamífero), las interacciones entre 

parásitos, como la motilidad social, y la secreción de vesículas (Beneke et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2. Modelo de la zona del flagelo en promastigote de L. mexicana, basado en 

tomografía electrónica de secciones seriadas. (A) Vista general de las estructuras no 

membranosas en la bolsa flagelar. (B) Axonema con su estructura 9 + 2 (pares de microtúbulos) y 

su barra paraflagelar (PFR). (C) Axonema con el filamento de la zona de unión a flagelo (FAZ), 

junto al cuarteto de microtúbulos (MtQ). (Landfear, 2022).  

El proteoma flagelar del promastigote se han definido en; axonema, barra 

paraflagelar (PFR), punta flagelar, membrana flagelar asignadas a los cuadrantes 

FI y FS, cuerpo basal, FAZ y complejo de unión tripartita (TAC). Se han incluido 19 

proteínas del axonema altamente conservadas que están involucradas en la 

regulación del latido flagelar, 3 proteínas de transporte intraflagelar (IFT), 60 

proteínas flagelares relacionadas con la transcripción en promastigotes y 8 
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proteínas flagelares solubles, además de 4 insolubles adicionales (Fiebig et al., 

2015).  

En L. donovani se identificó la fosfatasa LdTyrPIP_22, con actividad de fosfatasa P-

Tyr en el bolsillo flagelar adyacente al cinetoplasto. Se ha propuesto la hipótesis de 

que esta enzima podría estar involucrada en la regulación del transporte intraflagelar 

o en la remodelación del flagelo durante la diferenciación de promastigotes 

metacíclicos a amastigotes (Papadaki et al., 2021).  

Por otro lado, en L. mexicana se identificó una fosfatasa tipo PST, la proteína 

fosfatasa PP2C, localizada en el bolsillo flagelar del parásito. Esto sugiere que la 

enzima probablemente se libera desde cuerpos multivesiculares derivados del 

aparato de Golgi en la misma región, lo que explicaría el marcaje observado en las 

vesículas de promastigotes y amastigotes. En consecuencia, este trabajo postula 

que la fosforilación sea llevada a cabo por cinasas en el aparato de Golgi, 

participando en una regulación recíproca con LmxPP2C (Escalona-Montaño et al., 

2021). 

 

1.8 Parásitos knock-out de Leishmania  

Con el propósito de realizar investigaciones más precisas, se han utilizado modelos 

de parásitos knock-out para evaluar la importancia de diversas proteínas presentes 

en el flagelo de Leishmania spp. En L. amazonesis se identificó en la estructura 

paraflagelar la proteína axonemal de bastón paraflagelar 2 (PRF2), una de las 

diversas proteínas estructurales del citoesqueleto del parásito (Beneke et al., 2019). 

Su importancia en la motilidad del flagelo se demostró al observar los parásitos KO 

no lograron desplazarse al intestino del flebótomo. Por otro lado, la proteína 3A (Arl-

3A), que actúa como factor de intercambio de nucleótidos de guanina en el 

transporte de lipoproteínas hacia la membrana flagelar, también ha sido descrita 

como un componente fundamental del flagelo, debido a que su KO ocasionó la 

formación de flagelos cortos (Beneke et al., 2019).  

En L. mexicana, la cinesina LmxKIN29 (LmxM.29.03.50), también llamada “Cinesina 

Death”, es fosforilada por la cinasa MAP que activa a LmxMPK3, la cual regula la 

longitud del flagelo en Leishmania. Se observó que los promastigotes KO de 
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LmxKIN29 no causaron la enfermedad en ratones infectados, mientras que la 

supresión de un solo alelo produjo lesiones en las almohadillas plantares (Al Kufi 

et al., 2022).  

Una molécula reportada como factor de virulencia es el LPG, localizado en la 

superficie celular del parásito, incluido el flagelo. Esta molécula es fundamental para 

la unión de Leishmania al intestino de los flebótomos. En estudios con el modelo 

KO en L. mexicana, se observó una disminución en la infección a partir del segundo 

día (Beneke et al., 2019).  

 

1.9 Parásitos knock-out de Leishmania mexicana 

 Escalona-Montaño (2018) caracterizó la proteína fosfatasa PP2C. Para ello, se 

generaron promastigotes de L. mexicana KO para el gen Lmx.25.07.50, el cual se 

encuentra en el cromosoma 25 del parásito (Esq. 3). 

Esquema 3. Cromosoma 25 de promastigote de L. mexicana 

Diagrama del cromosoma 25 de promastigotes de L. mexicana, se encuentra el gen LmxM25.0750 

(Proteína putativa de reparación de DNA), LmxM25.0750 (Proteína fosfatasa tipo 2C) y 

LmxM25.0760 (ncRNA). 

Para analizar el papel de esta proteína en la fisiología del parásito, se elaboraron 

tanto en formato knock-out sencillo (KOS, un solo alelo) como en knock-out doble 

(KOD, ambos alelos), donde el gen para PP2C se remplazó con cassette de  
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resistencia a Puromicina en el caso de los KOS, mientras que para el caso de KOD 

se remplazó con cassette de resistencia a Puromicina e Higromicina.  

Se observó que, durante los primeros días de cultivo, los promastigotes carecían de 

flagelo; sin embargo, conforme avanzaban los días, este fue desarrollándose 

progresivamente. Hasta el momento, no se han realizado más estudios para evaluar 

el modelo KO de PP2C en promastigotes de L. mexicana. 

 

2. HIPÓTESIS 

 

La fosfatasa PP2C interviene en establecimiento de la morfología del flagelo de los 

promastigotes de L. mexicana. Se espera que la eliminación de PP2C (knock-out), 

demuestre cambios en la morfología del flagelo, lo cual podría estar relacionado con 

la disminución de la patogenicidad de los promastigotes.  

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo general 

Conocer la participación de la proteína fosfatasa PP2C de los promastigotes de 

L. mexicana en la morfología del flagelo. 

 

3.2 Objetivos particulares 

1. Determinar la participación de PP2C de los promastigotes de L. mexicana de 

acuerdo con los días de desarrollo de los parásitos Wildtype, knock-out sencillo y 

knock - out doble en el: 

a) Crecimiento celular  

b) Viabilidad celular 

c) Expresión de la proteína fosfatasa 

d) Actividad enzimática  

2. Evaluar los cambios morfológicos en el flagelo de los promastigotes wildtype, 

knock-out sencillo y knock-out doble. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

Hasta el momento, se ha demostrado que la proteína fosfatasa PP2C se localiza en 

el flagelo y el bolsillo flagelar de los promastigotes de L. mexicana. Esto sugiere que 

dicha proteína podría desempeñar un papel importante en la morfología y función 

del flagelo, así como en la patogenicidad del parásito. En consecuencia, el uso de 

parásitos Knock–out PP2C nos permitirá analizar si la proteína está involucrada en 

el desarrollo del flagelo en los promastigotes de L. mexicana, así como en las 

funciones relacionadas con la patogenicidad del parásito. 

 

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

5.1. Cultivo de promastigotes de L. mexicana wildtype, knock-out sencillo y 

knock-out doble   

Se realizó el cultivo axénico de promastigotes de L. mexicana wildtype (WT) en 

medio 199 suplementado con 10% suero fetal bovino, 1% de vitaminas y 1% de 

estreptomicina / penicilina. A los promastigotes knock-out sencillo (KOS) se les 

añadió una concentración de 24 µM de puromicina, mientras que a los 

promastigotes knock-out doble (KOD) se les administraron 32 µg / mL higromicina 

y 24 µM puromicina. Los cultivos, con una concentración inicial de 2.5x106 parásitos 

/ 5 mL, se incubaron a 26 ºC. 

 

5.2 Analizar el crecimiento de los promastigotes de L. mexicana wildtype, 

knock-out sencillo y knock-out doble  

Se realizó el conteo de parásitos con el fin de determinar la concentración de L. 

mexicana WT, KOS y KOD durante los días 1 a 6 de cultivo. Para ello, se empleó 

una dilución 1:50 y se utilizó una cámara Neubauer. Con base en los resultados 

obtenidos, se construyó la curva de crecimiento correspondiente. 
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5.3 Viabilidad celular de los promastigotes de L. mexicana wildtype, knock-out 

sencillo y knock-out doble   

Para determinar la viabilidad celular de los promastigotes de L. mexicana WT, KOS 

y KOD, se empleó el ensayo de reducción del azul alamar (AA). Se sembraron 1x105 

parásitos / 200 μL por pozo en placas de 96 pozos y se incubaron durante seis días 

de cultivo (Triplicado por cepa). Posteriormente, se añadió el reactivo de AA y se 

incubó durante 4h a 26ºC. La fluorescencia se cuantificó con un fluorómetro 

(Fluoroskan Ascent FL, Thermo Labsystems, MA, EUA) a 485 nm (excitación) y 590 

nm (emisión). 

 

5.4 Cuantificación de proteína por el método Bradford 

Los promastigotes de Leishmania mexicana WT, KOS y KOD fueron recolectados 

diariamente a partir de cultivos axénicos de 5 mL, lavados por triplicado con PBS y 

almacenados a −80 °C. Las seis muestras (pastillas) obtenidas por cepa se lisaron 

por sonicación y se cuantificó el contenido proteico total mediante el método de 

Bradford. Para ello, se construyó una curva estándar de albúmina sérica bovina 

(BSA) en una placa de 96 pozos (0–15 μg), completando a 160 μL con amortiguador 

de lisis. En los pozos correspondientes a las muestras, se mezclaron 5 μL del 

extracto proteico con 155 μL del amortiguador de lisis (Leupeptina 2 μg/mL, 

Aprotinina 10 μg/mL, Benzamidina 2 mM). Posteriormente, se adicionaron 40 μL del 

reactivo de Bradford (Bio-Rad). Las lecturas se realizaron a 595 nm en un 

espectrofotómetro Biotek Quant (Winooski, VT, EUA) con el programa KC4, en 

triplicado. 

 

5.5 Determinación de la actividad enzimática de fosfatasa  

Se determinó la actividad enzimática de fosfatasa en presencia de cationes de 

magnesio en los extractos de los promastigotes WT, KOS y KOD. Se colocó 2 μg 

de proteína de los promastigotes en una placa de 96 pozos. Posteriormente, se 

adicionó el amortiguador de acetato de sodio 0.2 M y 0.1 M del sustrato de fosfatasa 

p-NPP en un volumen final de 100 μL. La reacción se incubo por 1 h a 37 ºC y se 

detuvo con 20 μL de hidróxido de sodio 2 N. La absorbancia de cada 
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reacción se midió por espectrofotometría en placa (Biotek Quant) a una longitud de 

onda de 405 nm. Escalona-Montaño y colaboradores (2018) evaluaron la  inhibición 

de la actividad enzimática de la fosfatasa PP2C en promastigotes de L. mexicana 

utilizando el compuesto Sanguinarina Canadensis. 

 

5.6 Expresión de la proteína fosfatasa PP2C de los promastigotes de L. 

mexicana wildtype, knock-out sencillo y knock-out doble   

Se identificó la presencia de la proteína PP2C por la técnica de Western-blot 

reportado previamente (Escalona-Montaño et al., 2016). Los extractos totales de los 

promastigotes de L. mexicana WT, KOS y KOD, se ajustaron a 10 μg de proteína. 

Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida SDS – PAGE al 10%, se 

aplicó un voltaje de 80 V por 30 min y después a 120 V hasta finalizar. Una vez 

transcurrido el tiempo, el gel fue equilibrado con amortiguador de transferencia por 

10 min, posteriormente se transfirió a una membrana de PVDF Inmobilon-P 

(Millipore), la cual previamente se activó con metanol por 5 min y se lavó con agua 

desionizada tres veces cada 5 min, para después equilibrarla con el amortiguador 

de transferencia. La membrana PVDF fue colocada en una cámara de transferencia 

húmeda (Bio–Rad Laboratories) a 80 V durante 1 h. La membrana fue bloqueada 

con leche semidescremada (Bio–Rad Laboratories) al 5% en TBST 1X durante 1 h. 

Posteriormente, la membrana fue lavada con solución amortiguadora TBST 1X seis 

veces cada 10 min, después se incubó con el anticuerpo primario α-PP2C policlonal 

de L. mexicana en una disolución (1:1000) en agitación constante a 4 ºC durante la 

noche. Al día siguiente, la membrana fue lavada con TBST 1X cada 10 min durante 

1 h. Posteriormente, fue incubada con el anticuerpo secundario anti-rabbit IgG (Cell 

signaling, Danvers MA, EUA) a una dilución (1:5000) en 5% de leche durante 1 h a 

temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubación la membrana se lavó 

cada 10 min durante 2 h con TBST 1X. La membrana fue incubada durante 5 min 

con un sustrato Immobilon Forte Western HRP (Millipore) y se revelo en ChemiDoc 

Imaging System (Bio – Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). 
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5.7 Análisis de la morfología de los promastigotes de L. mexicana wildtype, 

knock-out sencillo y knock-out doble mediante microscopia fotónica   

Se elaboraron laminillas de los promastigotes de L. mexicana WT, KOS y KOD, de 

acuerdo con el día de cultivo. Los tubos con los promastigotes se centrifugaron a 

3,500 rpm por 10 min, las pastillas obtenidas se lavaron con PBS 1X (Triplicado). 

Posteriormente, se diluyeron las pastillas con PBS 1X y se colocó en un 

portaobjetos, dejándose secar a temperatura ambiente, se fijó con metanol y se tiñó 

con Giemsa a una dilución 1:20 durante 30 min, al finalizar se montaron con resina. 

Las laminillas, se observaron en un microscopio Axio Imager.M1 (Zeiss, Jena, DE) 

con una cámara AxioCam MRc5 (Zeiss, Jena, DE) con la asesoría de la Dra. Norma 

Salaiza Suazo, en el Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de 

Medicina, UNAM Unidad Hospital General de México.  

Las longitudes de los promastigotes y de sus flagelos se cuantificaron a partir de 

imágenes obtenidas del microscopio fotónico empleando el programa Image J 

(Schneider et al., 2012), la escala se calibró en nanómetros. Las mediciones se 

realizaron de forma manual desde el extremo anterior hasta el posterior del parásito, 

y de igual manera con el flagelo. Se analizaron 10 promastigotes por cepa cada día 

de cultivo, los valores promedio se procesaron mediante ANOVA de una vía y 

prueba post hoc de Tukey.  

 

5.8 Análisis de la morfología de los promastigotes de L. mexicana wildtype, 

knock-out sencillo y knock-out doble mediante microscopia electrónica de 

transmisión (MET) 

Se prepararon cultivos de promastigotes L. mexicana KOS y KOD en los que se 

sembraron 50 x 106 de parásitos en 100 mL en el día 2 de cultivo, del día 3 al 6 de 

cultivo se sembraron 25 x 106 de parásitos en 50 mL. Mientras que el cultivo de 

promastigotes de L. mexicana WT se realizó en el día 4 de cultivo en 50 mL con 25 

x 106 de parásitos. Los cultivos fueron tratados con la asesoría del Dr. Ricardo 

Mondragón Flores en el Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del 

Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV) Unidad Zacatenco, donde se observó 

la ultraestructura de los promastigotes de L. mexicana WT, KOS 
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y KOD, mediante microscopia electrónica de transmisión (MET). Los promastigotes 

fueron lavados con PBS y fijados con una mezcla de 4% paraformaldehído y 0.1 % 

glutaraldehído en PBS por 1 h a temperatura ambiente. Una vez lavados los 

promastigotes fueron deshidratados gradualmente con etanol y luego embebidos en 

resina LR (London Resin, Polysciences, Inc. EUA). 

Los promastigotes en resina se depositaron en moldes de plástico y se 

polimerizaron durante la noche bajo luz ultravioleta a 4 ºC. Los bloques se utilizaron 

para obtener secciones delgadas en un ultramicrotomo Ultracut E (Reischert Jung, 

Austria), posteriormente las laminillas fueron examinadas con un microscopio 

electrónico de transmisión (TEM, JEOL 1400 X, JEOL Ltd. Japón).  

Las longitudes, el ancho y las dimensiones de los organelos (núcleo y cinetoplasto) 

de la ultraestructura de los promastigotes se cuantificaron a partir de imágenes 

obtenidas mediante microscopía electrónica de transmisión (MET), utilizando el 

programa Image J (Schneider et al., 2012). La escala de medición fue calibrada en 

micrómetros. Las mediciones se realizaron manualmente, determinando la longitud 

desde el extremo anterior hasta el posterior del parásito, así como el ancho celular, 

el diámetro nuclear y la longitud del cinetoplasto. Se analizaron 10 promastigotes 

por cepa en cada día de cultivo, y los valores promedio se sometieron a un ANOVA 

de una vía seguido de una prueba post hoc de Tukey. 
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Esquema 4. Metodología de la evaluación de la participación de la proteína fosfatasa PP2C en 

promastigotes de Leishmania mexicana  

(1) Análisis del crecimiento, viabilidad celular, expresión y actividad enzimática a lo largo del 

desarrollo de los parásitos wildtype y knock-out. (2) Observación de los cambios morfológicos del 

flagelo y de la motilidad en promastigotes wildtype y knock-out. 
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6. RESULTADOS 

 

Para contestar nuestro primer objetivo que se centra en determinar la participación 

de PP2C de los promastigotes de L. mexicana en el; crecimiento, viabilidad celular, 

expresión proteica y actividad enzimática de acuerdo con los días de cultivo de los 

parásitos wildtype (WT), knock-out sencillo (KOS) y knock-out doble (KOD).  

 

6.1. Crecimiento de los promastigotes de L. mexicana wildtype, knock-out 

sencillo y knock-out doble durante los días de cultivo  

Los promastigotes de L. mexicana WT, KOS y KOD, presentaron un crecimiento 

similar de parásitos, sin embargo, en el día tres de cultivo los promastigotes WT, 

presentaron 36 millones de parásitos, un número mayor de promastigotes con 

respecto a KOD con 31 millones de parásitos, mientras que en el día cuatro de 

cultivo se observa que el número de promastigotes KOS es de 50 millones, mayor 

con respecto a los 40 millones de parásitos WT (Fig. 1). Esta tendencia se mantiene 

hasta el sexto día de cultivo, momento en el que se observa una disminución en el 

crecimiento de las tres cepas, registrándose aproximadamente 32 millones de 

parásitos en KOS, 31 millones en KOD y 30 millones en la cepa WT. Sin embargo, 

no se detectaron diferencias significativas entre las cepas en el día cuatro de cultivo, 

de acuerdo con el análisis de varianza de una vía (ANOVA, medias ± DE) (p > 0.05). 
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Figura 1. Curva de crecimiento de los promastigotes de L. mexicana WT, KOS y KOD. 

Número de promastigotes WT, KOS y KOD en los días uno al seis de cultivo. Se sembraron el día 

cero 500,000/ mL parásitos de cultivo en las tres cepas (WT, KOS y KOD).  

 

6.2. Viabilidad celular de promastigotes de L. mexicana wildtype, knock-out 

sencillo y knock-out doble durante los días de cultivo  

Se encontró que las tres cepas coinciden en el día tres de cultivo en su punto de 

viabilidad óptima (Fig. 2). En la cepa de L. mexicana WT se muestra una viabilidad 

máxima constante los días tres y cuatro de cultivo, disminuye el día cinco y seis de 

cultivo. En la cepa KOS en el día cuatro de cultivo comienza a decaer su viabilidad 

celular, mientras que la cepa KOD tiene una menor viabilidad en el día cuatro 

comparada con KOS (Fig. 2). 
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Figura 2. Viabilidad celular por día de cultivo de promastigotes de L. mexicana WT, KOS y 

KOD. Ensayo de viabilidad celular mediante azul alamar efectuado del día 0 al 6 de cultivo en las 

tres cepas. Las lecturas de fluorescencia se realizaron a 485 nm (excitación) y 590 nm (emisión). 

 

6.3. Actividad enzimática de promastigotes de L. mexicana wildtype, knock-

out sencillo y knock-out doble durante los días de cultivo  

Los resultados muestran que los extractos de parásitos presentan actividad 

fosfatasa capaz de hidrolizar el sustrato general p-NPP (Fig. 3). 

También se realizó la actividad enzimática en presencia de Mg+2, donde se observó 

que los parásitos WT y KOS llegan a su punto máximo de actividad en el día tres de 

cultivo. Mientras que en KOD su punto máximo lo alcanza desde el día dos de 

cultivo, en KOS observamos una disminución de actividad en el día cinco de cultivo, 

al igual que en los parásitos WT y KOD (Fig. 3). 
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Figura 3. Ensayo de actividad fosfatasa en extractos (3 μg) de promastigotes de Leishmania 

mexicana WT, KOS y KOD cultivados durante seis días. La actividad enzimática se evaluó en 

presencia de Mg+2 empleando p-NPP como sustrato. 

 

6.4. Identificación de la proteína PP2C de promastigotes de L. mexicana 

wildtype, knock-out sencillo y knock-out doble durante los días de cultivo   

Con la finalidad de conocer si los parásitos KOS, presentan síntesis proteica de la 

proteína fosfatasa PP2C, se realizó un Western-Blot con los extractos de los 

parásitos antes mencionados durante los cinco días de cultivo. Se encontró que en 

los promastigotes KOS solo en el día tres de cultivo existe una ligera expresión de 

la proteína PP2C (Fig. 4B), comparada con la cepa WT donde se observa la 

expresión de la proteína PP2C en los cinco días de cultivo, lo que confirma que la 

proteína es constitutiva (Fig. 4A). Por otro lado, se observó en la cepa KOD la 

ausencia de la proteína (Fig. 4C), lo que confirma que en los knock-out doble no se 

sintetiza la proteína PP2C. 
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Figura 4. Inmunodetección de la proteína PP2C en extractos de promastigotes de L. mexicana. 

A) Extractos de los promastigotes de L. mexicana WT en los cinco días de cultivo, B) Extractos de 

los promastigotes de L. mexicana KOS en los cinco días de cultivo, y C) Extractos de los 

promastigotes de L. mexicana KOD en los seis días de cultivo. 
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6.5. Análisis morfológico de promastigotes de L. mexicana mediante 

microscopia fotónico 

Se observaron diferencias morfológicas entre los promastigotes tipo silvestre (WT) 

y las líneas knock-out (KOS y KOD). Los parásitos WT alcanzan la forma celular 

ordinaria al día 4 de cultivo, es decir; una forma alargada y fusiforme, con un cuerpo 

celular delgado y una longitud que varía entre las 10 a 20 µm, posee un flagelo libre 

que emerge del bolsillo flagelar ubicado en la región anterior del parásito, un núcleo 

localizado en la región media, un cinetoplasto situado próximo al flagelo, entre el 

núcleo y el extremo anterior. Mientras que KOS y KOD presentan una forma celular 

alargada, y con una menor longitud de flagelos hasta el día 3 de cultivo. Del día 4 al 

6, los parásitos KOS se muestran más alargados en comparación con KOD, en este 

organismo se observa una morfología más ancha que los WT y KOS. 

Específicamente, los parásitos KOS presentan una forma alargada con terminación 

redondeada, a diferencia de los promastigotes WT, que presentan punta en el 

extremo. En lo que respecta al flagelo, los parásitos knock-out sencillos y dobles 

presentan flagelos de menor longitud en comparación con los promastigotes WT de 

L. mexicana (Fig. 5).  
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Figura 5. Morfología de los promastigotes de L. mexicana WT, KOS y KOD durante 6 días de 

cultivo. Tinción con Giemsa 1:20. Imagen 63X. Tomado con microscopio Axio Imager.M1 (Carl, 

Zeiss) y cámara AxioCam MRc5 (Carl, Zeiss). 
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Para poder comprobar que existen diferencias morfológicas en los promastigotes 

de L. mexicana se analizaron las imágenes de la Figura 5. en el programa Image J 

(Schneider et al., 2012). Se observó que los promastigotes WT son 

significativamente más largos que los KOS y KOD (Fig. 6). Se corroboró lo 

observado en la Figura 5, donde se aprecia una morfología distinta entre los 

promastigotes de Leishmania mexicana tipo silvestre (WT) y las líneas knock-out 

(KOS y KOD) (Fig. 6). En la cepa WT, la longitud celular fue significativamente 

diferente mayor que las cepas modificadas, los parásitos WT llegan a una longitud 

de 10,000 nm (equivalente a 10 μm), mientras que los promastigotes KOS 

presentaron una longitud de 7,000 nm (equivalente a 7 μm), la cual es superior a 

los KOD con una longitud aproximada de 6,000 nm (equivalente a 6 μm) (Fig. 6). 

Por otra parte, al analizar la longitud del flagelo (Fig. 7), se observó una diferencia 

significativa entre los promastigotes WT y KOD, siendo los WT los que mostraron 

flagelos más largos, con una longitud de 9,000 nm (equivalente a 9 μm), mientras 

que los flagelos de KOD llegaron a una longitud aproximada de 6,000 nm 

(equivalente a 6 μm). En contraste, no se encontraron diferencias significativas entre 

WT y KOS, de acuerdo con el análisis de varianza de una vía (ANOVA, medias ± 

DE) (p > 0.05). Estos resultados confirman la existencia de alteraciones 

morfológicas en los modelos knock-out de PP2C. 
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Figura 

6. Longitud de los promastigotes L. mexicana WT, KOS y KOD  

Las barras muestran las medias ± desviación estándar de la longitud de los promastigotes de cada 

cepa. Las diferencias significativas fue determinada con las pruebas de ANOVA de una vía y prueba 

post hoc de Tukey (p < 0.001). WT: wildtype, KOS: knock-out sencillo, KOD: knock-out doble.   

 

 

 

 

Figura 7. Longitud de los flagelos de promastigotes L. mexicana WT, KOS y KOD 

Las barras muestran las medias ± desviación estándar de la longitud de los flagelos de los 

promastigotes de cada cepa. Las diferencias significativas fue determinada con las pruebas de 

ANOVA de una vía y prueba post hoc de Tukey (p < 0.05). WT: wildtype, KOS: knock-out sencillo, 

KOD: knock-out doble.   
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6.6. Análisis ultraestructural de promastigotes de L. mexicana mediante 

microscopia Electrónica de Transmisión (MET)  

Para analizar los cambios ultraestructurales, se realizó una microscopia electrónica 

de transmisión (MET). En el día 4 de cultivo, los promastigotes de L. mexicana 

alcanzaron su morfología celular característica. Este punto se consideró como 

control para comparar con los promastigotes KOS y KOD de los días 2 al 6 de 

cultivo. 

Se observó en los parásitos knock-out un cambio en la morfología celular (Fig. 8). 

Durante los primeros días de cultivo presentaron cuerpos pequeños que terminaban 

en punta; a partir del día 4, la terminación se volvió redondeada y, entre los días 5 

y 6, el cuerpo celular del parásito adquirió una mayor longitud, aunque no similar a 

la de los WT. Asimismo, los flagelos de los parásitos knock-out mostraron un mayor 

crecimiento en los últimos días de cultivo (Fig. 6 y 7). Además, se observó un cambio 

en la distribución de los organelos que componen a los promastigotes (aparato de 

Golgi, citoesqueleto, núcleo, cinetoplasto y bolsillo flagelar). También se detectaron 

puntos de color negro a lo largo de los parásitos, que podrían corresponder a 

cuerpos lipídicos acumulados. Con estos resultados se confirma que la estructura 

del parásito se vio alterada a nivel de la membrana en los parásitos knock-out. 
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Figura 8. Ultraestructura de promastigotes L. mexicana WT, KOS y KOD analizada por 

microscopía electrónica de transmisión (MET)  

Las imágenes corresponden a promastigotes KOS y KOD obtenidos entre los días 2 y 6 de cultivo; 

los promastigotes WT del día 4 se emplearon como referencia morfológica. Las flechas rojas indican 

las diferencias en la posición de los organelos (núcleo y cinetoplasto), en el cambio de tamaño del 

bolsillo flagelar y la formación de vesículas lipídicas. Escala: 500 nm. 
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Para poder comprobar que existen diferencias ultraestructurales en los 

promastigotes de L. mexicana se analizaron las imágenes de la Figura 8. en el 

programa Image J (Schneider et al., 2012), para cuantificar las diferencias de 

longitud y ancho del cuerpo celular, diámetro del núcleo y longitud del cinetoplasto, 

de los promastigotes de L. mexicana WT, KOS Y KOD.  

Comprobamos que el cuerpo celular de los promastigotes WT es significativamente 

más largos que los KOS y KOD (Fig. 9). Donde los parásitos WT alcanzan una 

longitud celular de 10 μm, mientras KOS y KOD miden 6 μm. Posteriormente al 

analizar el ancho del cuerpo celular de los promastigotes (Fig.10) no se detectaron 

diferencias significativas, de acuerdo con el análisis de varianza de una vía 

(ANOVA, medias ± DE) (p > 0.05). Sin embargo, al medir el diámetro del núcleo de 

los promastigotes (Fig.11), en los parásitos WT se llego a un diámetro de 1.4 μm, el 

cual es significativamente diferente a KOS y KOD con un diámetro de 1.2 μm y 1.1 

μm correspondiente. Por otra parte, al analizar la longitud del cinetoplasto (Fig. 12) 

donde en parásitos WT mide 0.9 μm, es significativamente diferente a KOD, el cual 

mide 0.6 μm. Estos resultados confirman la existencia de alteraciones 

ultraestructurales en los modelos knock-out de PP2C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 45 

 

 

Figura 9. Longitud del cuerpo celular de los promastigotes L. mexicana WT, KOS y KOD  

Las barras muestran las medias ± desviación estándar de la longitud de la ultraestructura de los 

promastigotes de cada cepa. Las diferencias significativas fue determinada con las pruebas de 

ANOVA de una vía y prueba post hoc de Tukey (p < 0.05). WT: wildtype, KOS: knock-out sencillo, 

KOD: knock-out doble.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Ancho del cuerpo celular de los promastigotes L. mexicana WT, KOS y KOD  

Las barras muestran las medias ± desviación estándar del ancho de la ultraestructura de los 

promastigotes de cada cepa. No se detectaron diferencias significativas con las pruebas de ANOVA 

de una vía y prueba post hoc de Tukey (p < 0.05). WT: wildtype, KOS: knock-out sencillo, KOD: 

knock-out doble.   



 46 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Diámetro del núcleo de los promastigotes L. mexicana WT, KOS y KOD  

Las barras muestran las medias ± desviación estándar del diámetro del núcleo de los promastigotes 

de cada cepa. Las diferencias significativas fue determinada con las pruebas de ANOVA de una vía 

y prueba post hoc de Tukey (p < 0.001). WT: wildtype, KOS: knock-out sencillo, KOD: knock-out 

doble.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Longitud del cinetoplasto de los promastigotes L. mexicana WT, KOS y KOD  

Las barras muestran las medias ± desviación estándar de la longitud del cinetoplasto de los 

promastigotes de cada cepa. Las diferencias significativas fue determinada con las pruebas de 

ANOVA de una vía y prueba post hoc de Tukey (p < 0.05). WT: wildtype, KOS: knock-out sencillo, 

KOD: knock-out doble.   
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7. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se mostró que el número de parásitos knock-out fue disminuyendo 

conforme avanzaban los días de cultivo. Este mismo efecto se observó en L. 

infantum, parásitos que carecen del gen de una proteasa de cisteína (Silverman et 

al., 2008), lo que sugiere que dicha proteína podría desempeñar un papel esencial 

en el crecimiento del parásito. Aunque en el quinto día de cultivo se observó el punto 

máximo de crecimiento en las tres cepas, los promastigotes KOD presentaron un 

mayor crecimiento que los WT, seguidos de los KOS. Feng y colaboradores (2018) 

reportaron que, al generar mutantes nulos en L. mexicana del gen PIFTC3 (un 

transportador intraflagelar de glucosa), presentaron un mayor crecimiento en 

comparación con los parásitos wildtype. Esto se debió a que los parásitos con el 

gen nulo aumentaron el pH del medio circundante (pH 7.4), lo que resultó en un 

crecimiento deficiente; sin embargo, al ajustar el medio nuevamente a un pH bajo 

(pH 7.0), el crecimiento se contrarrestó. Este fenómeno se explica porque la glucosa 

y sus derivados se absorben y metabolizan de manera menos eficiente en los 

amastigotes que en los promastigotes, lo que podría justificar el incremento en el 

crecimiento de los parásitos knock-out (Feng et al., 2018). 

Los cultivos de promastigotes WT, KOS y KOD mostraron su punto máximo de 

viabilidad al tercer día de cultivo, identificándose este punto como el más adecuado 

para la infección de modelos in vivo e in vitro, de acuerdo con lo descrito 

previamente por Descoteaux y Turco (1999). Sin embargo, las cepas mutantes KOS 

y KOD presentaron una disminución drástica en su viabilidad a partir del día 4 de 

cultivo, en contraste con la cepa WT, que mantuvo una viabilidad significativamente 

más alta hasta el día 6. Estos resultados sugieren que las mutaciones en KOS y 

KOD afectan de manera negativa la supervivencia o adaptación del parásito en 

condiciones de cultivo. De manera similar, Thaprawat y colaboradores (2025) 

reportaron en Toxoplasma gondii la interrupción genética de TgPROP1, una 

proteína clave en las etapas iniciales de la vía de autofagia, los parásitos deficientes 
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en la proteína antes mencionada redujeron la formación de autolisosomas y 

disminuyó la viabilidad de los parásitos knock–out.  

En relación con la actividad enzimática, se ha identificado en extractos celulares de 

otros microorganismos. Por ejemplo, en Trypanosoma cruzi se analizó la actividad 

enzimática en vesículas secretadas por el parásito, las cuales presentaron actividad 

de fosfatasa que correlacionó con un aumento en la adhesión e infección de 

macrófagos (Neves et al., 2014). Asimismo, se ha reportado que los promastigotes 

de L. mexicana secretan fosfatasas con actividad de serina–treonina (PSTP) 

(Escalona-Montaño et al., 2010), y que la inducción de PTPasa en macrófagos 

puede ser considerado como un factor de patogenicidad en Leishmania spp. En 

estudios con L. amazonesis, al caracterizar una ectopirofosfatasa relacionada con 

el metabolismo del fosfato, se observó que en presencia de 5 mM de MgCl₂ la 

actividad enzimática fue significativamente mayor durante los primeros días de 

cultivo, lo que sugiere un posible papel de esta enzima en el crecimiento del parásito 

(Freitas-Mesquita et al., 2014). Este mismo comportamiento se observó en los 

resultados con L. mexicana en la cepa KOD, donde la actividad enzimática en 

presencia de Mg+2 alcanzó su máximo el día dos de cultivo, lo que podría indicar 

una regulación distinta de la enzima. Esto podría deberse a una vía de 

compensación por la enzima faltante o a una inducción temprana seguida de una 

degradación enzimática. En este sentido, se ha descrito que una enzima inestable 

puede perder su estructura tridimensional (terciaria o cuaternaria), formar 

agregados, inactivarse por oxidación o sufrir modificaciones químicas, lo que 

conduce a la pérdida funcional y al estrés celular (Fernandez-Lafuente, 2023). Dicho 

comportamiento fue consistente con nuestros hallazgos en la viabilidad celular de 

los parásitos mutantes KOS y KOD, cuya viabilidad disminuyó a partir del día 4 de 

cultivo en comparación con los promastigotes WT. Cabe destacar que la proteína 

fosfatasa PP2C ya se ha sido reportada como un posible factor de virulencia (Soulat 

& Bogdan, 2017). Por ello, las alteraciones observadas en su actividad enzimática 

en los parásitos mutantes respaldan la hipótesis de considerar a la PP2C como un 

posible blanco terapéutico, tal como lo sugirió Dey y colaboradores (2013), quienes 
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mostraron que la eliminación del gen p27 redujo la virulencia en un modelo murino 

de L. donovani. 

En estudios previos, Escalona-Montaño y colaboradores (2017) reportaron la 

expresión de la proteína fosfatasa PP2C en diferentes especies de Leishmania, 

entre ellas L. mexicana. En el presente trabajo observamos una ligera expresión de 

PP2C en los parásitos mutantes KOS en el día 3 de cultivo, lo cual coincide con el 

punto máximo de actividad enzimática. Esto podía deberse a que solo un alelo se 

encuentra inactivado (Knock-out sencillo), de modo que la expresión observada 

correspondería al alelo restante que codifica para PP2C. En contraste, en los 

parásitos mutantes KOD, como era de esperarse, en el western–blot no se detectó 

la presencia de la proteína en ninguno de los días de cultivo, lo que confirma la 

sustitución del gen. Esta ausencia podría deberse a anomalías en el proceso de 

traducción o a mutaciones que impiden la síntesis de una proteína funcional. De 

manera similar, Musabyimana y colaboradores (2024) demostraron en Plasmodium 

falciparum que el knock-out de la proteína PfSET10, una metiltransferasa de 

histonas, interfiere con la regulación transcripcional al afectar la metilación de 

H3K18, desempeñando funciones cruciales en el mantenimiento de la cromatina 

durante el desarrollo del parásito en su etapa eritrocítica. Este tipo de proteínas, 

implicadas en la regulación génica, representan importantes blancos 

farmacológicos. De igual manera, Galili-Kostin y colaboradores (2025) reportaron 

que en Trypanosoma brucei el knock-out de TblncRNA-23, una molécula localizada 

en el nucléolo y asociada con polisomas, anuló la capacidad del parásito para 

transformarse de formas procíclicas a metacíclicas, lo que comprometió su ciclo 

entre hospedadores. En este contexto, considerando que L. mexicana también 

presenta formas procíclicas y metacíclicas, los parásitos mutantes KOS y KOD 

podrían mostrar una virulencia reducida en ensayos in vivo e in vitro en comparación 

con los promastigotes WT. Por lo tanto, resulta necesario realizar dichos estudios 

para confirmar esta hipótesis. 

En este trabajo se observó una morfología distinta en los promastigotes de L. 

mexicana KOS y KOD en comparación con los parásitos WT, estos cambios se 

notaron a nivel membrana como menor tamaño a nivel celular y flagelar. 
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Mientras que a nivel citoesqueleto se observó una modificación en la distribución de 

organelos (aparato de Golgi, núcleo, cinetoplasto y bolsillo flagelar). En ensayos 

similares con L. mexicana, en el cual se generó un knock-out de la proteína IFT88, 

localizada en la estructura paraflagelar del promastigote, se mostraron alteraciones 

en el desarrollo del flagelo, observándose flagelos cortos o incluso su ausencia 

(Beneke et al., 2019). De igual manera, Escalona-Montaño y colaboradores (2021) 

reportaron que la fosfatasa PP2C se encuentra en el bolsillo flagelar y a lo largo del 

flagelo, lo que sugiere su participación en la morfología de este organelo. Vizcaíno-

Castillo y colaboradores (2024) estudiaron otra proteína involucrada en la estructura 

de Leishmania, la profilina, que interactúa con la actina del citoesqueleto. En este 

trabajo, los parásitos knock-out de L. mexicana para esta proteína modifican la 

estructura del parásito y en su capacidad endocítica, mientras que los parásitos 

knock-in la proteína se expresó mayormente en el bolsillo flagelar junto con el 

endosoma. Estos hallazgos indican que las proteínas localizadas en la región 

paraflagelar o en el bolsillo flagelar son determinantes para la organización 

estructural del parásito. De manera similar, Rocha y colaboradores (2020) 

generaron mutantes knock-out  de la proteína LinDYRK1 en promastigotes de L. 

infantum. Esta proteína, actúa como regulador de la estasis en otros organismos, 

también se localizó en el bolsillo flagelar. Su inactivación afectó la fase de 

crecimiento estacionario y provocó aberraciones morfológicas, como la acumulación 

de cuerpos lipídicos, cambios en la estructura de la membrana, así como 

modificaciones en la proporción de ácidos grasos saturados (18:0) y poliinsaturados 

(18:2). El análisis de la ultraestructura reveló la presencia de estructuras 

redondeadas de alta densidad electrónica a lo largo de los promastigotes, 

presumiblemente correspondientes a cuerpos lipídicos acumulados. Estas 

observaciones sugieren que, junto con las alteraciones morfológicas, ocurren 

también cambios en la composición o distribución lipídica. 

En conjunto, estos resultados respaldan la hipótesis de que las proteínas 

localizadas en el bolsillo flagelar son esenciales tanto para la estructura del flagelo 

como para la integridad celular del parásito. Asimismo, sustentan la idea de una 

menor virulencia en modelos in vitro, lo que refuerza la necesidad de realizar 
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ensayos de infección in vitro e in vivo para validar la participación de la proteína 

fosfatasa PP2C como un posible factor de virulencia en la leishmaniasis cutánea. 

 

 

8. CONCLUSIÓN 

 

 

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la proteína fosfatasa 

PP2C tiene un papel significativo en la morfología de Leishmania mexicana, debido 

que en su modelo knock-out sencillo y doble (KOS y KOD) provocó alteraciones 

morfologícas y estructurales evidentes, particularmente en la longitud celular y 

flagelar, así como en la organización del núcleo, el cinetoplasto y el bolsillo flagelar. 

Estos cambios sugieren que la PP2C desempeña un papel fundamental en el 

mantenimiento de la morfología y viabilidad del parásito, lo que apunta a una 

participación relevante de esta fosfatasa en los procesos de adaptación y 

supervivencia del parásito en condiciones in vitro. Además, la reducción drástica de 

la actividad enzimática de fosfatasa en KOD y la expresión incompleta de la proteína 

en los mutantes KOS y KOD refuerza la hipótesis de que PP2C puede estar 

involucrada en rutas metabólicas críticas y mecanismos de regulación post-

transcripcional. En este contexto, la pérdida de PP2C podría comprometer la 

virulencia y capacidad infectiva de los parásitos mutantes, lo que abre la posibilidad 

de considerar esta fosfatasa PP2C como un blanco terapéutico en el tratamiento de 

la leishmaniasis cutánea.  
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9. PERSPECTIVAS 

 

9.1. Evaluación de la virulencia in vivo 

Para confirmar el papel funcional de PP2C como posible factor de virulencia, es 

necesario implementar modelos murinos de infección con los parásitos knock-out 

(KOS y KOD). Esto permitiría comparar la capacidad de generar lesiones cutáneas, 

la carga parasitaria en órganos blanco y la respuesta inmune inducida en 

comparación con cepas wildtype. 

 

9.2. Estudio transcriptómico y proteómico comparativo 

Una estrategia de RNA-seq o proteómica diferencial entre parásitos WT y knock-out 

permitiría identificar rutas moleculares compensatorias, factores regulados por 

PP2C o procesos celulares alterados por su ausencia. Este enfoque podría revelar 

blancos secundarios o redes reguladoras implicadas en la morfología flagelar. 

 

9.3. Generación de líneas knock-in o de sobreexpresión 

Complementar los modelos de pérdida de función (knock-out) con modelos de 

ganancia de función mediante knock-in o sobreexpresión controlada de PP2C, 

permitiría validar de forma funcional la relación entre su expresión y los fenotipos 

observados. Esto fortalecería la hipótesis causal y no solo correlacional. 

 

9.4. Caracterización funcional del dominio catalítico de PP2C 

Mediante mutagénesis dirigida, se podrían generar variantes de PP2C con 

mutaciones en su dominio catalítico. Esto permitiría discernir si los efectos 

observados se deben exclusivamente a la actividad enzimática o si también están 

involucradas funciones estructurales o de interacción proteína-proteína. 
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9.5. Análisis de interacción PP2C – cinasas flagelares 

Dado que la fosforilación y desfosforilación están muy reguladas en el flagelo, se 

sugiere realizar estudios de interacción funcional o física entre PP2C y cinasas 

específicas del aparato flagelar (por ejemplo, MAPKs o IFT kinases), a través de co-

inmunoprecipitación o ensayos de colocalización por inmunofluorescencia. 

 

9.6. Validación en otras especies de Leishmania 

Extender el estudio a otras especies como Leishmania donovani o Leishmania major 

permitiría evaluar si el papel morfogenético y patogénico de PP2C es conservado 

filogenéticamente, lo que reforzaría su valor como blanco terapéutico. 
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