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Resumen

Leishmania es un parasito que genera enfermedades en mamiferos incluyendo humanos
conocidas como Leishmaniosis, las cuales pueden llegar a ser fatales y representan un
problema de salud publica en Colombia. Durante su ciclo de vida el parasito habita en
dos hospederos, el primero es un diptero, donde el parasito esti expuesto a pH de 7,0-
9,0, temperatura de 25°C y osmolaridad > 300 mOsm; el otro hospedero son células
mononucleares mamiferas. En éstas habita un compartimiento intracelular (vacuola
parasitéfora) y experimenta pH &cido 4,5 -5,0, temperatura de ~35-37°C y osmolaridad
sugerida de 150 — 250 mOsm. Debido a este cambio de condiciones el parasito pasa de
ser promastigote flagelado en el insecto, a amastigote aflagelado en el mamifero
manteniendo pH intracelular cercano a neutro, por la alta capacidad tampén de su
citoplasma. Esta habilidad de regular pH esta relacionada con la funcion de una bomba
proton ATPasa cuya actividad depende de canales de aniénicos. El Grupo de Biofisica y
Biologia de Membranas registrd corrientes de cloruro en ovocitos de Xenopus laevis tras
la inyeccion de ARNm de Leishmania amazonensis y Leishmania braziliensis. Estas
corrientes podrian ser el resultado de la actividad de canales/intercambiadores CLC. Por
tanto se buscaron canales de cloruro en el genoma de L. braziliensis, encontrandose
cuatro genes putativos Lbrm01_v2.0210 (LbCLC,), Lbrm32v2.3670 (LbCLCg),
Lbrm33 v2.1260 (LbCLCc) y Lbrm04_v2.1010 (LbCLCp). Las 4 secuencias encontradas
codificarian proteinas CLC. LbCLC,, LbCLCg y LbCLCc se transcriben en promastigotes
y amastigotes axéncios. En este trabajo se propuso confirmar los hallazgos de
transcripciéon de estos genes en los estadios mencionados y ampliarla mediante la
determinacion de la expresion de estos CLC durante el ciclo in vitro del parasito. Asi
mismo cuantificar su expresion génica a nivel de ARNm por RTqPCR absoluta. Para esto
se establecid la infeccién de una linea celular de macréfagos de ratén con L. braziliensis
y se sigui6é a diferentes tiempos. Se obtuvo ARN total que sirvi6 de plantilla para la
sintesis de ADNc que fue amplificado con primers especificos disefiados para cada uno
de los genes. Se confirmd la transcripcibn de LbCLCa, LbCLCg y LbCLCc en
promastigotes y amastigotes axéncios asi como se reporta por primera vez la
transcripcion en tiempos tempranos post-infeccion y amastigotes in situ. Para LbCLCp no
se detectaron transcritos en promastigote en estado estacionario cultivado in vitro pero si
en tiempos tempranos post-infeccion y amastigotes in situ indicando regulacion
diferencial de este gen en estadios diferentes de Leishmania. A partir de ADNc de
promastigote se clonaron productos de ~200 nt de LbCLCa, LbCLCg y LbCLCc para PCR
en tiempo real. Se lograron curvas estandar de cuantificacion para LbCLCay LbCLCc,
dando como resultado que la expresion de estos genes es mayor durante la primera hora
post-infeccion. En este tiempo el parasito en estadio promastigote estacionario es
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enfrentando a cambios drasticos de pH, temperatura y quizas osmolaridad que parecen
disparar la transcripcion de estos dos genes y podrian ser importantes para el proceso
de transformacién de promatigote a amastigote.

Palabras clave: ARNmM, amastigotes, promastigotes, expresion génica, canal de
cloruro/intercambiador CLC, PCR, RTgPCR.

Abstract

Leishmania is a parasite that generates in mammals a disease known as Leishmaniasis,
that has the capability of being fatal and represent a problem of public health in
Colombia. Across his life cycle the parasite inhabits in two different hosts the first one, a
dipteran where it lives in a pH condition of 7,0-9,0, temperature of 25°C and osmolarity of
>300 mosm, the other host are mammal mononuclear cells, there it lives in inside a
phagolysosomal compartment (parasitophorus vacuole), with a pH ranged from (4,0 —
5,0), temperatures of ~37°C and an osmolarity of 150 — 250 mOsm, because of this
environment change the parasite transform from a flagellated promastigote in the insect,
to an aflagellated amastigote in the mammal, maintaining its intracellular pH near to the
physiological, because a remarkable buffer capacity of its cytoplasm. This capacity of
regulating pH is related with a proton ATP pump whose activity is dependent of anionic
channels. Our group of Biofisica y Biologia de Membranas has measured chloride
currents in ovocites of Xenopus laevis after the injection of mMRNA of Leishmania
amazonensis and Leishmania braziliensis promastigotes. These currents could be the
result channel / exchangers CLC activity. Thus, we searched for chloride channels in the
genome of L. braziliensis, founding four putative genes Lbrm01 v2.0210 (LbCLC,),
Lbrm32v2.3670 (LbCLCg), Lbrm33_v2.1260 (LbCLCc) y Lbrm04_v2.1010 (LbCLCp). All
of them appear to codify for CLC proteins. LbCLCa, LbCLCg and LbCLCc are transcribed
in promastigotes and axenic amastigotes. In this study it was proposed to confirm the
previous findings about transcription of these genes in the mentioned stages and go
deeper in the knowledge by determination of the expression of these CLC during the in
vitro life cycle of the parasite. Also to quantify their gene expression at mRNA level by
absolute RTgPCR. For this purpose the infection of a murine macrophage cellular line
with L.braziliensis at different infection times was established. Total RNA was purified and
used as template for cDNA synthesis. Fragments of the genes of interest were amplified
with specific primers designed for each one of the genes. The transcription of LbCLCa,
LbCLCg y LbCLCc in promastigotes and axenic amastigotes was confirmed as well as
seen for the first time in early post-infection times and in situ amastigotes. For LbCLCp
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there were not transcripts detected in promastigotes in stationary stage cultured in vitro in
contrast to early post-infection times and in situ amastigotes where the gene is
expressed, indicating differential regulation of this gene in the different Leishmania
stages. From cDNA of promastigotes fragments of ~200 nt from LbCLCa, LbCLCg vy
LbCLCc were cloned for RTgPCR. Standard curves for LbCLCay LbCLCc, were obtained
and the quantification shows that expression of these genes is higher in the first hour
post-infection. At this time the parasite is in the promastigote stationary stage and
challenged with drastic changes in pH, temperature and maybe osmolarity that appears
to trigger the transcription of these two genes that could be important in the process of
transformation from promastigote to amastigote.

Keywords: mRNA, amastigotes, promastigotes, genic expression, chloride
cannel/exchanger CLC, PCR, RTgPCR.

Cultivo in vitro de Leishmania braziliensis y extraccion de ARN total.
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Introduccioén

Leishmaniosis son un conjunto de enfermedades parasitarias causadas por
protozoarios de la familia Trypanosomatidae y el género Leishmania, que genera
en humanos tres manifestaciones clinicas principales, Leishmaniosis cutdnea,
mucocutanea y visceral, que han sido a pesar de la existencia de varios tipos de
medicamentos y tratamientos, consideradas enfermedades olvidadas, debido a
programas de control ineficientes (Murray et al. 2005). En parte el problema se
debe a que los medicamentos y tratamientos existentes para enfermedad son
costosos para la poblacion afectada que en general se caracteriza por tener altos
indices de pobreza (Boelaert et al. 2010).

Esta enfermedad esta distribuida en paises del area tropical y subtropical donde
afecta a 2 millones de personas al afio con una poblacion en riesgo de 350
millones de personas (WHO 2010). En Colombia estas enfermedades
representan un problema de salud publica donde se estima que existen mas de
10 millones de personas en riesgo; en el afio 2014 se han registrado cerca de
9428 casos donde 98,5% corresponde a Leishmaniosis cutanea, 1,3% a
mucocutanea y solo 0,3% a visceral (INS 2014). Por otro lado Leishmania ha
generado mecanismos de resistencia a los farmacos mas ampliamente usados
para su tratamiento, antimoniato pentavalente y amfotericina B mediante
mecanismos de resistencia que involucran el péptido exclusivo de kinetoplastos
TSH (Tripanotiona), el cual es una forma inusual de glutationa con accién
antioxidante que funciona como donador de electrones para reducir especies
oxidantes (Fairlamb y Cerami 1992), formando complejos TSH-(Sb) que
favorecen el transporte activo intracelular por transportadores ABC, secuestrando
el antimonio en vesiculas cerca del flagelo, e inhibiendo la accién del metal
(Ouellette 2001), mecanismos que han generado el interés por el conocimiento de
la fisiologia del parasito. Progresivamente las terapias clasicas estan siendo
reemplazadas por otro tipo de farmacos y terapias que no son suficientes para
tratar la enfermedad, pues la efectividad de los tratamientos en el paciente varian
dependiendo del tipo de leishmaniosis existente, el lugar geogréfico de la
infeccion y el 6rgano que este siendo mas afectado por la enfermedad, ademas
de que no existe aln una vacuna efectiva para la enfermedad (Coft y Combs
2003).



Cuantificacion de la expresion del canal de cloruro Lbrm01_v2.0210 y de los
canales CIC putativos Lbrm32v2.3670, Lbrm33_v2.1260 y Lbrm04_v2.1010 en
promastigotes y amastigotes de L.braziliensis.

Otro aspecto relevante de estudiar de la bioquimica de moléculas implicadas en
la fisiologia del parasito, es comprender como el pardsito se adapta a las
condiciones fisico-quimicas de su ciclo de vida, el cual transcurre en dos
hospederos con condiciones quimicas distintas (Fig. 1). Primero un mosquito
fleb6tomo donde reside dentro de su intestino medio, con un ambiente neutro -
basico con pH alrededor de 7,00 — 9,00, temperatura cercana a 25°C vy
osmolaridad >300 mOsm (LeFurgey et al. 2005); alli es primero promastigote
prociclico, proliferativo altamente moévil y flagelado, cuando pasa a la probdcide
del mosquito el parasito se transforma en promastigote metaciclico el cual no es
proliferativo pero si altamente infectivo. Segundo, cuando el mosquito pica al
hospedero mamifero, que puede tratarse de un ser humano, introduce el parasito,
donde posteriormente es fagocitado por células del sistema inmune innato
neutrofilos y macrofagos, donde es confinado en una vacuola parasitéfora, con
condiciones acidas, pH 4,5 -5,0 (Antoine et al. 1990), temperaturas de 35-37°C y
osmolaridad predicha de 150 y 250 mOsm (LeFurgey et al. 2005), sefales que
inducen una transformacion drastica en Leishmania definida basicamente por
contraccion del flagelo y activacion de la division celular, etapa conocida como
amastigote.
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania. Tomado de (CDC 2012).
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En las condiciones de la vacuola parasitéfora Leishmania incrementa su
capacidad tampon, que a pesar de estar en un gradiente favorable a la entrada de
protones a la célula por la acidez del fagolisosoma, el citoplasma del parasito no
se acidifica, permaneciendo alrededor de pH 7,0. Este mecanismo depende de la
accion de una H*ATPasa tipo P, que al ser inhibida trunca la capacidad de la
célula por mantenerse en pH neutro y es dependiente de la presencia de cloruro
(Marchesini y Docampo, 2002), estos experimentos se complementan con los de
Vieira et al. 1995, donde la capacidad de regular pH intracelular se pierde al
inhibir las células con DIDS, un inhibidor especifico para transportadores
anionicos, sugiriendo la necesidad de este i6n para mantener pH neutro.

En otros modelos celulares este acoplamiento entre transporte de protones y
shunt de cloruro ha sido evidenciado, sobre todo en el proceso de acidificacion
endosomal en mamiferos, donde co-transportadores Cl/H* desempefian un papel
fundamental en el mantenimiento del pH acido en lisosomas, apoyando la funcién
de bombas V H* ATPasa presentes en este compartimento, pudiendo disipar la
fuerza electromotriz generada al concentrar protones en la luz del organelo
(Jentsch et al. 2002). Sin embargo la importancia del cloruro pareciera estar mas
alla de co-ayudar a la funcién a la bomba V H* ATPasa, pues la mutacion del sitio
de la compuerta de transportadores H*/CI- en ratones, desacoplan la endocitosis
mas no impiden la acidificacion de endosomas, fendmeno también evidenciado
cuando se hace knockout de esta proteina, haciendo pensar que el cloruro en si
mismo es importante para el trafico vesicular (Novarino et al. 2010).

Por otro lado, este i6n también es fundamental en el proceso de homeostasis
osmaética en Leishmania ya que, ante estrés hipotonico, estas células expulsan
Ca?* acompafado de CI, los cuales estan almacenados en acido-calcisomas, y
asi generan fuerza de arrastre de agua y regulan volumen, importante dentro de
las vacuolas parasitoforas ya que por pasar de un ambiente de 300 mOsm a 150
— 250 mOsm, el parésito experimenta un ambiente hipotonico al cual se adapta
(Le Furguey et al. 2005), Sin embargo, datos de nuestro grupo retan el
presupuesto tedrico de menor osmolaridad en la vacuola parasitofora. Los
amastigotes axenicos son de mayor volumen gue los amastigotes in situ (Fig. 4) y
la incapacidad de la cepa E1 de L. braziliensis silenciada para LbCLCa que tiene
mayor volumen y no logra transformarse a amastigote en el ambiente de la
vacuola parasitofora (Zapata et al. 2014). Este mecanismo se complementa con
la expulsion de aminoacidos anionicos, cuya dinamica es inhibida por DIDS por lo
cual se postulé que es dependiente de transportadores de cloruro (Vieira et al.
1996).
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Evidencias experimentales de nuestro laboratorio sugieren que hay presencia de
canales anionicos en Leishmania. Mediciones realizadas después de la inyeccion
de ARNm de L. amazonensis en ovocitos de Xenopus laevis, demostraron la
presencia de corrientes de cloruro voltaje dependientes rectificadoras de salida
sensibles a DIDS vy distintas a las endogenas del ovocito (Lagos et al. 2007).
Datos similares se obtuvieron luego de la inyeccion de ARNm de Leishmania
braziliensis (Garzon et al. 2009). De aqui comenzé el interés por este tipo de
proteinas transportadoras de cloruro. Teniendo en cuenta que L. braziliensis es
una de las especies que mas casos de Leishmaniosis mucocutanea causa en
Colombia y que el genoma de esta especie se encuentra secuenciado y curado
(Peacock et al. 2007), se buscaron en el Genbank canales de cloruro,
encontrandose cuatro canales putativos, con las siguientes posiciones en el
genoma: LbrM01_V2.0210 (LbCLCa), LbrM32_V2.3670 (LbCICg) y
LbrM33_V2.1260 (LbCLCc) y LbrM04_V2.1010 (LbCICp), los cuales tienen los
siguientes ARNm asociados (nimeros de acceso genbank:_XM_ 001561412,
XM_001561734, XM_001567667, XM_001567844), respectivamente.

Estos genes codificarian tedricamente CLC (Lozano, 2012, Quintero, 2013,
Parada, 2014, Dorado, 2010), tres de los cuales (LbCICa, LbCLCg y LbCLCc) se
transcriben en promastigotes y amastigotes axénicos de L. braziliensis (Lozano
2012, Quintero 2013 y Parada 2013). El gen ortdlogo a LbCLCa lo hace ademas
en promastigotes de Leishmania panamensis y L. amazonensis (Lozano 2012),
demostrando que se trata de genes, que se transcriben en ambos estadios y en
varias especies. Sin embargo, no se ha realizado ninguna aproximacion acerca
de su expresion en otros sub-estadios del parasito y las cantidades de cada
ARNmM importante al tratarse de organismos que regulan su expresién génica
postranscripcionalmente.

Expresion génica en Eucariotes

En la mayoria de eucariotas el inicio de la transcripcion es el paso fundamental
para la regulacion de la expresion génica a nivel de ARNm. La primera etapa de
regulacion se relaciona con la organizacién de los cromosomas en eucromatina o
heterocromatina, siendo la primera, la organizacion del ADN nuclear
descondensada, que permite la interaccion de las polimerasas y factores de
transcripcion. La segunda es un estado condensado de los cromosomas que
impide la interaccion de proteinas diferentes a las histonas con la plantilla, que


http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM01_V2.0210&isid=true
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM32_V2.3670&isid=true
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM33_V2.1260&isid=true
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM04_V2.1010&isid=true
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estan encargadas de empaquetar el ADN hasta la transcripcion o replicacion de
los genes por lo que son importantes en la regulacion de la expresion génica.

Las histonas se organizan en estructuras multiprotéicas llamadas nucleosomas
gue tienen extremos N terminales modificables quimicamente por acetilaciones,
permitiendo la descondensaciéon del ADN y aumentando la transcripcion al
estabilizar la carga positiva de los residuos de lisina, que interactua fuertemente
con los grupos fosfatos de la plantilla (revisado por Lodish et al. 2000).

Para el inicio de la transcripcion se requiere un sitio disponible que tenga un
promotor, secuencia caracterizada generalmente por tener varios sitios con
repeticiones TATA, que interactia con complejos ARN polimerasas; estas Ultimas
proteinas se dividen en los siguientes grupos:

— Pol I: encargada de la transcripcion de precursores del ARNr.

— Pol II: Encargada de la transcripcion de la mayoria de genes funcionales, que
pasan a ser traducidos como proteinas y de micro ARN.

— Pol lll: Encargada de la transcripcion de ARNt y ARNr y algunos ARN pequefios

Ademas hay proteinas que actian como potenciadores del proceso, conocidas
como factores de transcripcion sensibles a estimulos ambientales, que estabilizan
el complejo multiprotéico formado por la ARN polimerasa y la plantilla objetivo
permitiéndole incrementar la eficiencia de la reaccion. El caso contrario también
se da por la presencia de proteinas represoras que bloquean el avance de la ARN
polimerasa.

La transcripcién en eucariotas distintos a Tripanosomatidos se da por cistrones
individuales, es decir un transcrito por cada gen el cual pasa por varios procesos
de edicion, donde se remueven los intrones por cis-splicing, se agrega una
secuencia 3" de poliadenina por poliadenilacion, y un cap-metilado al extremo 5°.
De ahi el ARNm es exportado del nucleo y llevado al reticulo endoplasmético
rugoso para su traduccioén (revisado por Lodish et al. 2000).

Expresion Génica en Tripanosomatidos

Leishmania tal como los otros miembros de la familia Trypanosomatidae tiene
organizados sus genes en conjuntos policistronicos, presentes en ambas cadenas
del ADN, los cuales son transcritos en tandem y pasan a ser procesados como
ARNmM, ARNt o ARNr individuales. Este sistema de organizacion de genes en
policistrones no esta relacionado con los operones procariota ya que se trata de
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genes con funcién no relacionada entre si dentro de un loci llamado Conjunto
Policistronico de Genes (CPG). El inicio de la transcripcion de éstos no esta bien
establecido, aunque se han encontrado pocos promotores para la ARN
polimerasa IlI; por ejemplo en el cromosoma | de Leishmania major, hay un sélo
inicio de la transcripcion sin la secuencia consenso TATA que sirve para
transcribir todos los CPG del cromosoma ubicados en la regidon del cambio de
cadena (Strand Switch Region), cerca del centromero (Martinez-Calvillo et al.
2003). Sin embargo se ha encontrado que la transcripcion de alginos genes
como las glicoproteinas variables de superficie (VSG por sus siglas en inglés),
Poli ADP ribosa polimerasa (PARP) y prociclina EP de Trypanosoma, es regulada
por la ARN polimerasa | (Poll), y tiene cada uno un promotor individual cuya
expresion es regulada durante el desarrollo, por silenciamiento mediado por
cromatina (Haile y Papadopoulou, 2007), pero no se han encontrado mas genes
gue dan paso a transcritos por esta polimerasa por lo cual se infiere que los
genes en los Tripanosomatidae en su mayoria son transcritos por Pol 1l (Belli
2000, Martinez — Calvillo et al. 2010).

La mayoria de los genes en Leishmania no tienen intrones por lo que un proceso
de cis-splicing no es necesario, exceptuando algunos casos como el del gen Pol
I, la poli adenina polimerasa y el ARNt-Tyr de Leishmania donovani (Martinez —
Calvillo et al. 2010), los cuales poseen una secuencia en 5" reconocida por el
micro-ARN U1l; ARN precursor para el proceso de cis-splicing (Liang et al. 2003).
Sin embargo, en el resto de los genes hay edicién por trans-splicing que es el
paso inicial para el procesamiento del ARN primario el cual sirve para dividir el
policistron en moléculas de ARNm individuales (Agabian 1990, Ullu et al. 1993,
Haile y Papadopoulou, 2007, Martinez-Calvillo et al. 2010). La caracteristica
principal de este proceso es la adicion de un miniexén llamado lider de empalme
del ARN o Spliced Leader en inglés en el extremo 5 que consta de 39 a 41
ribonucledtidos, que tiene ademas el cap metilado caracteristico del extremo 5
de los ARNm (Haile y Papadoupoulou, 2007), para luego poliadenilar en el
extremo 3°, lo que confiere estabilidad a la molécula al salir del nucleo evitando
su degradacion (Mathews et al. 1994). Como evidencia de la secuencialidad de
estos procesos se sabe que si el ARNm no es editado por trans—splicing en el
gen de tubulina a, en Tripanosoma brucei, la maduracion del ARN no ocurre (Ullu
et al. 1993).
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La poliadenilacion ha sido un proceso dificil de predecir en estos organismos, ya
gue a excepcion de otros eucariota, no hay una secuencia consenso AAUAAA,
sino que es reemplazada por un conjunto de polipirimidinas en el extremo 3"que
al estar ausentes bloquean el proceso de poliadenilacion del ARNm impidiendo
gue este madure (Mathews et al. 1994). Sin embargo este sitio no esta presente
en todos los genes lo que implica el reconocimiento de otras secuencias
consenso, no caracterizadas (Martinez — Calvillo et al. 2010).

Adicional al trans — splicing en tripanosomatidos se ha demostrado por medio de
la técnica ARNseq, que la mayoria de genes codificantes de proteinas poseen
sitios en el ARNm que permitirian un proceso de splicing alternativo (Preul3er et
al. 2012), calculandose que 75% de los genes de Trypanosoma brucei generarian
entre 1-10 ARNm distintos (Kolev et al. 2010), incrementando la diversidad de
proteinas posibles a en este tipo de organismos.

A pesar que la transcripcion ocurre en tandém con los CPG, la cantidad de ARNm
de cada gen al contrario de lo que se esperaria no se encuentra en las mismas
cantidades, por lo que se dice que la regulacion postrascripcional en estos
organismos es muy importante los cuales estan a nivel de la regulacion de la
abundancia del ARNm (Martinéz- Calvillo et al. 2010). Sin embargo mecanismos
como modificacibon del ADN por cambios de la Timina en (5-(b-D-
glucopiranosiloxi)-metiluracilo o b-D-glucosil-hidroximetiluracilo) llamada base J y
condensacion y descondensacion de la cromatina dependiente de la histona H1
en el paso de promastigotes metaciclicos a amastigotes, son importantes en la
regulacion al inicio de la transcripcion (Belli 2000).

La expresion génica a nivel de ARNm es controlada por la regulacion de la vida
media de los ARNs y por inhibicion o favorecimiento de la traduccién por
mecanismos dependientes de la secuencia 3’'UTR, y mecanismos asociados a la
union de proteinas al ARN de lo cual hay numerosos ejemplos:

- la proteina TbDRBD3 de Trypanosoma bruceii que se une al extremo 3’
UTR confiriendo estabilidad a los ARNm, facilitando su traduccion
relacionada con varias proteinas implicadas en transporte de nutrientes
(Estevez 2008).

- Una secuencia 3'UTR en T. bruceii que forma un loop sobre si mismo el
cual responde al aumento de niveles externos de purinas induciendo la
expresion de la proteina NT8, sistema que intercambiado a un sistema de
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luciferasa presenta el mismo comportamiento (Fernandez-Moya et al. 2014
b).

- La proteina RBP33 se une a ARNm ricos en uridina favoreciendo su
degradacion e impidiendo que se expresen a nivel de proteina (Fernandez-
Moya et al. 2014 a).

- El gen de amastina en Leishmania infantum se traduce principalmente en
la etapa amastigote debido a su secuencia 3° UTR de 450 pb que
incrementa su traduccion, probablemente por la formacion de un ARN en
estructura terciaria en forma de Y (Boucher et al. 2002).

- EI ARNm de la enzima fosfoglicerato kinasa PGKB en las formas
sangineas de T. brucei contiene un elemento regulatorio rico en AU en el
extremo 3'UTR que lo desestabiliza favoreciendo su degradacion. Por el
contrario en las prociclicas, estos transcritos son estabilizados por la
accion de una proteina llamada HuUR que tiene afinidad alta por poli
uridinas, y que es expresada especificamente en este estadio (Quijada et
al. 2002).

- La regién 3° UTR del ARNm de la prociclina de epimastigotes de
Trypanosoma cruzii contiene elementos de 16 pb y 26 pb que contribuyen
a la estabilidad del transcrito y la eficiencia de la traduccion, posiblemente
por proteinas que se unen a estos transcritos y los protegen de la
degradacion, pero este modelo no ha sido comprobado (Furger et al.
1997).

Debido a estos eventos de regulacién postranscripcional y postraduccional
diversos autores discuten si hay una relacién proporcional entre los niveles de
cada transcrito con los de proteina, o si por el contrario se trata de eventos
independientes. En un estudio en L. donovani se compararon niveles de ARNm
por microarreglos y de proteina por iTRAQ, acoplado a cromatografia liquida con
espectrometria de masas en tandem, en distintas etapas de desarrollo desde
promastigotes metaciclicos hasta amastigotes. Para esto se us6 un sistema
axénico de desarrollo del parasito cuyas etapas fueron: diferenciaciéon Fase 1,
percepcion de la sefial sin cambios morfolégicos (Fase |; 0 - 5h), detencion del
movimiento y agregacion (Fase 2; 5 -10h), transformacion morfologica a
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amastigotes (Fase lll; 10 — 25h) y maduracién de los amastigotes (Fase 4; 25 —
120h) (Barak et al. 2005). Se encontrd, que no hay una relacion directa entre la
cantidad y diversidad de transcritos respecto a la cantidad y diversidad de
proteinas y que hay un incremento en los niveles transcripcionales en las etapas
tempranas de desarrollo (I y Il), mientras que se favorecio la expresion diferencial
de proteinas en las etapas tardias Fases Ill y IV, donde la célula se ha
transformado a amastigote. En general hay méas fendmenos de regulacion génica
negativa a nivel de proteina y ARNm en amastigotes que regulacion positiva, esto
para unos genes puntuales que podrian estar asociados con el desarrollo del
parasito como la peroxidasa dependiente de ascorbato y la proteina de choque
térmico 100 proteinas de las cuales hay co-expresion positiva de ARNm vy
proteina desde niveles tempranos en las fases 1 y 2 de la transformacién hasta la
formacion del amastigote. También se hall6 represion en la expresion de ARNm y
de proteinas correspondientes al anillo flagelar y del factor de traduccién niumero
3 progresivamente desde la fase | a la fase V (Lahav et al. 2011).

Asumiendo que la permeabilidad de cloruro y protones puede estar regulada
durante el desarrollo del parasito, este trabajo estudidé la expresion de ARNm de
cuatro CLC putativos de L. braziliensis en promastigotes y amastigotes, teniendo
en cuenta el periodo intermedio asociado con la transformacion desde un estadio
al otro.
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Objetivo General

* Cuantificar la transcripcion del intercambiador LbCLCa y de los
canales/intercambiadores de cloruro putativos LbCLCg, LbCLCc y LbCLCp,
en promastigotes y amastigotes de Leishmania braziliensis.

Objetivos Especificos

» Cultivar L. braziliensis in vitro en condiciones axénicas y a diferentes tiempos
post-infeccion

» Generar cDNA de Leishmania en diferentes estadios y a diferentes tiempos
post-infeccion

* Determinar la expresion génica por RT PCR del intercambiador LbCLCa y de los
canales/intercambiadores de cloruro putativos LbCLCg, LbCLCc y LbCLCp en
amastigotes a diferentes tiempos post-infeccion

» Determinar la expresion génica por RT PCR del intercambiador LbCLCay de los
canales/intercambiadores de cloruro putativos LbCLCg, LbCLCc y LbCLCp en
promastigotes

» Optimizar PCR y clonar los fragmentos de cada gen para cuantificacion.

» Cuantificar la expresién génica a nivel de ARNm de cada gen a diferentes
tiempos post-infeccion
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Cultivo de Leishmania (formas promastigote y amastigote axénico)

Se utilizaron parasitos Leishmania (Viannia) braziliensis: cepa HOM/BR/75M2903,
donados por CIDEIM, Cali, Colombia. Los parasitos fueron cultivados en el
estadio promastigote a una concentracion inicial de 107 células / mL en cajas de
25 cm? en medio Schneider suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino
(SFB; Nifio y Camacho, 2005). Los cultivos fueron mantenidos a 27 °C hasta
alcanzar una densidad de 102 células / mL, punto en el cual los parasitos
alcanzan su fase estacionaria, generan rosetas, e infectan macréfagos facilmente;
en este punto fueron recolectados para aislar ARN, para infeccion, para cultivo de
amastigotes axénicos, o diluidos para sub-cultivo, aproximadamente a las 72 h de
cultivo. Para el sub-cultivo de amastigotes axénicos se tomaron 108 células / mL
en cajas de 25 cm?y se cultivaron en medio a pH 5y a 35 °C, 5% COa.

Cultivo de macroéfagos

Macrofagos peritoneales de raton de la linea celular J774A.1 obtenidos de ATCC
(TIB 67) fueron mantenidos en monocapa en frascos de cultivo de 25 cm? a 35 °C
y 5% de CO2, empleando medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% (v/v)
de SFB (Biodan; Forero et al. 1999), cambiandoles el medio de cultivo cada 24
horas. Para la realizacion del sub-cultivo, se procedié a barrer con scraper para
luego llevar a una dilucion de 1/10; se realizaron maximo 10 sub-cultivos, luego
de lo que se procedié a infectarlos o extraer ARN. Cuando se realiz6 un cultivo
nuevo se partioé de cultivos base, previamente congelados.

Infeccion de macréfagos (forma amastigote in situ)

Macréfagos (linea celular J774.A1) 1x107 fueron expuestos a promastigotes de L.
braziliensis con una concentracién de 1x108 células / mL en fase estacionaria,
proporcién de 1:10, y mantenidos a 35 °C y 5% CO:2 por 4 horas en botellas de
cultivo celular de 25 cm? donde el excedente de parasitos fue removido por
lavado con RPMI. Posteriormente, los cultivos se mantuvieron a 35 °C y 5% de
COg2, cambiando el medio de cultivo cada 24h. A partir de cultivos de macréfagos
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infectados se extrajo ARN total a diferentes tiempos: 30 minutos, 1 hora, 2 horas,
6 horas, 24 horas 48horas y 72 horas post-infeccion (hpi).

Extraccion de ARN Total

Se utilizd el reactivo Trizol, una solucion monofasica de fenol y guanidina
isocianato, de la casa comercial Invitrogen, la cual permite aislar el ARN total
separandolo del ADN vy proteinas, permitiendo alta pureza y calidad
(Chomczynski 1993). Inicialmente la muestra homogenizada se centrifugd a
12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C eliminando el exceso de polisacaridos
presentes en Leishmania. Se recolectd el sobrenadante en un tubo eppendorf y
se descarté el pellet. Se adicionaron 200 puL de cloroformo, se agitdé por 15
segundos y se incubd por 2 minutos a 15 °C. Se centrifugd nuevamente a 12.000
X g durante 15 minutos a 4 °C y se observaron tres fases en el tubo: la fase
inferior organica que contenia la mezcla fenol-cloroformo con alto contenido de
lipidos, la interfase donde se encontraba una mezcla de ADN y proteinas y la fase
superior acuosa, conteniendo ARN total. Esta ultima fase fue transferida a un tubo
eppendorf, donde se le adicion6 una cantidad isovolumétrica de isopropanol para
precipitar el ARN. Se realizé agitacion manual y se incubé durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
precipitado se lavd con 1 mL de etanol 75% en agua con dietilpirocarbonato (H20-
DEPC,; un inhibidor de nucleasas) para solubilizar las sales. Se centrifugd a 7.500
X g durante 5 minutos a 4 °C y se retir6 el etanol. El pellet se dej6 secar al aire y
resuspendié en 30 uL de H20-DEPC 0,1 %; finalmente se incubd a 60 °C por 5
minutos para solubilizar la muestra.

Cuantificacién de ARN: Se realizé usando un espectrofotometro marca Shimadzu
obteniéndose mediciones a 260 nm, 280 nm y 230 nm. Con estas mediciones se
hicieron cocientes 260/280 y 260/230 para verificar pureza del acido nucleico y
calcular concentracién estimada en pg/mL.

Limpieza del ARN total aislado con la enzima ADNasa pancreatica: Para retirar
excesos de ADN presentes en la mezcla de la extraccion de ARN con Trizol, se
us6 ADNasa pancréatica | marca promega (Protocols Promega 2009), a una
unidad equivalente a un pL de enzima por pg de ARN a limpiar, incubandolo a 37
°C con un buffer especifico (Moore 1981), luego de lo cual se agregd una solucion
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STOP que constenia EDTA 50 mM y se incubdé 10 minutos a 65 °C (Protocols
Promega 2009). En este trabajo como se hizo medicion por PCR en tiempo real,
se utilizaron 2 pg de ARN por digestion, de lo cual se uso la mitad directamente
para la retro-transcripcion.

Extraccion de ADN Gendmico

Se realiz6 una extraccion de ADN gendmico de promastigotes de Leishmania
braziliensis en fase estacionaria (72 horas de -cultivo), utilizando el kit de
extraccion Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega (Promega 2010)
que utiliza el principio de precipitacion del ADN por etanol y aislamiento de acidos
nucleicos con fenol cloroformo, usando RNAsa para degradar el ARN resultante.
Se utilizé el protocolo de extraccién de ADN de parasitos mencionado en Bonifaz-
Pérez et al. 2011. el cual se valoré por espectrofotometria y electroforesis en gel
de Agarosa (Fig. 2).

10000

Figura 2. Gel de electroforesis ADN Gendmico extraido de promastigotes Leishmania braziliensis
metaciclicos. 1. 20 yg de ADN extraido de Leishmania braziliensis. 2. Marcador de peso
molecular 1000 - 10000 pb.

Tabla 1. Primers utilizados en el presente estudio. Los primers LbCLC, amplifican la secuencia
XM_001561412. Los primers LbCLCg hacen referencia a la secuencia XP_001567717.1. Los
primers LbCLCc hacen referencia a la secuencia XM_001567844.1. Los primers LbCLCp
amplifican la secuencia XM_001561734.2

Secuencia Primer Tamafio Start m %GC Producto esperado (pb) |Nombre del amplicon
LbCLC, Fw1 |TGGCATTGCGGAGGT 15 537 57,98 60| 950)
LbCLC, Rvl |CGCCTACAATCGCGTACA 18] 1486 54,91 55,56/ 950 LbCLC, 1
LbCLC, Fw2 | GGAAGCAGGCGGCAGTTG 18] 3 65,4 66,67 187
LbCLC, Rv2 |GTATGGCGAGTGAGTGGTAG 20 192 55 55 187, LbCLC, 2
LbCLCzFw1 |CATTCAATCCCACGTCACAG 20| 2304 59,96 50 100
LbCLCy Rvl |CAGTGGCAGGTACTCCATCA 20| 2403] 59,7, 55) 100) LbCLCz1
Lb CLCs Fw2 | GTTAAAGTACTGCACACGATGGA 23] 2008| 57,45 43,48] 192
Lb CLCz Rv2 |TACCTCGCGACATCATCTATCT 23 2199 57,99 43,48] 192 LbCLCg 2
LbCLC: Fwl |TCGTTGCTTCATCGGTTACA 20| 1136 60,1 55 99
LbCLC.Rvl |GGTACGTGCTTCCGATCCTA 20| 1234 60,26 45 99 LBCLC. 1
LbCLC.Fw2 |GGACACGTACGAGGCCGAGA 20| 21 58,4 65| 190)
LbCLC:Rv2 |GCGCAGTCCAAAGCCGAGAA 20 210 57,92 60 190 LbCLC:2
Lb CLC, FW1|TTGCTTGGCGCAGGTGTTGT 21 2091 57,14] 60,05 100
Lb CLCp Rv1 | TGCGCCGAACTGCACGACAT 20| 2190 60| 59,98, 100) LbCLCp1
LbCLC, Fw2 |ACCTTCAGCCACCATTATCAACT 22, 1063 57,75 40,91 195
LbCLCy Rv2 |GATAAGGATTAGGTTCGTCTTGG 23 1257 58,24 43,48] 195 LbCLCp2
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Disefio de primers

Se disefiaron primers especificos para cada gen de 100 y 200 pb para PCR en
tiempo real, que tienen como caracteristicas especiales el tamafio del amplicon,
baja complementariedad entre ellos (primers), analizada con el programa
informatico oligo analizer (Integrated DNA Technologies 2014) y la ausencia de
secuencias continuas de 4 guaninas o citosinas (Tabla 1). ElI programa
informatico que se uso para este proceso fue Primer 3 y se eligieron regiones de
los canales, que no compartieran secuencias con otros genes del parasito ni de
raton, Mus musculus (organismo del cual proviene la linea celular J774A.1), lo
cual se comprob6 con un alineamiento multiple del amplicén obtenido con el
programa BLAST del NCBI, en el genoma y transcriptoma de Mus musculus, con
el uso de la herramienta PCR in silico. Esto fue necesario para amplificar sélo las
secuencias de interés (Leishmania) en los experimentos de infeccidn en vista que
al purificar ARN total existe contaminacion con los acidos nucleicos del
macrofago. Asi mismo se verificaron usando como control negativo ADNc de
macrofagos sin infectar.

Tabla 2. Mezcla para realizar PCR con el kit Axygen Taq Polimerasa.

Concentracion Volumen

Reactivo  Final ML

Hz0 _ 6,22

Buffer 10X 1X 1

MgCI2 2mM 08

25mM

dNTPs. 30uM 03

100mM (la

suma de

los

dNTPs)

Tag pol 0,4u 0,08

SUMulL.

Primer Ew  30uM 03

10mM

Primer Ry  30uM 03

10mM

Plantilla  =50ng 1
10

Total
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Amplificacidén de fragmentos de interés por RT PCR

Se utiliz6 RT PCR para comprobar la expresion génica de los genes
LbrM01_V2.0210 (LbCLCa), LbrM04_V2.1010 (LbCLCpa), LbrM32_V2.3670
(LbCLCs) y LbrM33_V2.1260 (LbCLCc), reportados como canales de cloruro
putativos de L. braziliensis con codigos de acceso en Genbank: XM_001561412,
XM_001561734, XM_001567667, XM_001567844 respectivamente. Primero a
partir del ARN total se sintetizO ADNc mediante el uso de Kit SuperScript® Il
cDNA syntesis de la casa comercial invitrogen (Tabla 2), que utiliza el principio de
transcripcion reversa para la obtencion de ADNc a partir de ARN, para lo que se
utilizaron como primers oligo dT que se unen a las colas de poliA para amplificar
especificamente ARNm. Seguido se realizaron PCR convencionales, segun las
condiciones mostradas en la Tabla 1. Se valoraron los resultados por
electroforesis en geles de agarosa 1% o 1,5%, dependiendo del tamafio del
amplicén, en buffer TAE, TBE o SB segun lo indicado en cada figura y corriéndolo
a 75 — 85 V por 35 — 40 minutos usando escalerillas de peso molecular de 100 —
1000 pb o 1000-10000 pb. Para validar la presencia del inserto por tamafio del
amplicén.

Aislamiento de amplicones desde gel de agarosa: Se utilizé el kit comercial
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit de la casa comercial Zymo para aislar los

fragmentos de interés desde el gel con el uso de columnas de silice posterior a
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion y utilizando el protocolo
con centrifugacion.

pGEM™-T Easy
Vecior

(. (3015bp)

Figura 3. Mapa de los vectores de clonacién, A. p Gem T easy y B. Clon Jet de Thermo
Scientific, mostrando principales caracteristicas como son, sitios de resistencia a
antibidticos, promotores, polilinker y sitios de restriccion.

Clonacion en p-GEM-T Easy o ClonJet: Los productos de la PCR al ser
amplificados con una polimerasa de baja procesividad tienen una A pegajosa a la


http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM01_V2.0210&isid=true
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM04_V2.1010&isid=true
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM32_V2.3670&isid=true
http://www.genedb.org/genedb/Search?organism=lbraziliensis&name=LbrM33_V2.1260&isid=true
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cual se pueden unir al vector p-GEM-T Easy (Fig. 3), que tiene la region de
insercion del fragmento con poli T. El protocolo utiliza una ligasa T4, y la cepa de
bacterias competentes J109. Este vector tiene la ventaja de tener el operén Lac
como reportero y resistencia a ampicilina, parametro este ultimo, que fue utilizado
para la seleccion de las células transformadas en el medio de cultivo en donde se
adicion6 ademas X GAL e IPTG para seleccion de colonias positivas (pGEM-T
Easy Vector Systems 2010). El vector ClonJet tiene a su vez una region poli-linker
a la que solo se pueden unir secuencias con extremos romos, implicando que
todos aquellas PCR obtenidas con polimerasas de baja procesividad debieron ser
expuestas a un reaccion de ‘blunting”, la cual elimina los extremos pegajosos de
los amplicones permitiendo ser insertada en el vector, con el uso de una ligasa T4
segun las instrucciones descritas en el kit (Thermo Scientific 2012). Los vectores
fueron usados dependiendo de su disponibilidad en el laboratorio.

Transformacion bacteriana: Este proceso se realizé por choque térmico, en
bacterias E coli, competentes de la linea J109, sometiéndolas a un cambio
abrupto de temperatura de 0°C a 42°C por 45s. Para ambos plasmidos se
seleccionaron las bacterias efectivamente transformadas en un medio selectivo
con 100 pg/mL de ampicilina.

Extraccion de ADN plasmidico. Para este proposito se uso el kit Zymo Plasmid
DNA Miniprep que combina lisis alcalina de bacterias y selecciébn del ADN
plasmidico en columnas silice. Posteriormente se realizaron PCRs de colonia con
primers universales y especificos como primera medida de calidad, para
evidenciar la presencia del inserto esperado.

Secuenciacion de los fragmentos de interés clonados: Se realizé con el servicio
ofrecido por Macrogen por pirosecuenciacion usando los primers T7 universales
presentes en pGEM-T Easy o Clon Jet (pGEM-T Easy Vector Systems 2010;
Thermo Scientific 2012).

PCR en tiempo Real:

Se evalud la expresion a nivel de ARNm de cada uno de los CLC en las formas
promastigote, amastigote axénico, promastigotes en infeccion temprana y
amastigotes in situ a diferentes tiempos post-infeccion en tres réplicas biolégicas.
Para hacer cuantificacion absoluta se hicieron comparaciones respecto a una
curva de calibracion en donde se uso como plantilla el plasmido con el fragmento
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de interés correspondiente (Overberg et al. 1999). La curva de calibracion se
construy6 a partir de diluciones seriadas 101, 102, 103, 104, 10°°.

En la cuantificacion absoluta por PCR en tiempo real, a diferencia de la relativa no
se requiere comparacion con genes constitutivos. Sin embargo, son necesarios
controles negativos como ADNc de macréfago y amplificacion desde un blanco
sin plantilla, para este experimento. La cuantificacion se hizo con la metodologia
de SYBR Green que incrementa su fluorescencia conforme la PCR avanza en el
namero de ciclos actuando como agente intercalante de ADN cambiando su pico
de absorcion y de emision en el complejo ADN-SYBR Green. Para las
cuantificaciones se uso, el kit de Roche LightCycler FastStart DNA Masterplus
SYBR Green.

Los resultados se compararon teniendo en cuenta el ciclo umbral (Ct), donde la
PCR cambia de dinamica lineal a exponencial, medida que explota el hecho de
ser proporcional a la cantidad inicial de plantilla (Heid et al.1996). Ct se extrapola
de la curva de calibracion obtenida con el plasmido que es una relacion entre el
ciclo umbral y la cantidad inicial del nUmero de copias dando una ecuacion lineal
(Ecuacion 1 y Ecuacion 2), para la cual se necesita saber el nimero de copias
iniciales de plasmido / pL, cantidad calculada a partir de la concentracién de
plasmido (Ecuacion 3).

Ct =a(log,pCi) +c

Ecuaciéon 1. Ct= Ciclo umbral con respecto a: a=pendiente de la recta, Ci = # de copias
iniciales, c=punto de corte con el eje X.

Ct—c
Ci=10 a

Ecuacion 2. Ci en funcion del ciclo umbral.

: . Cp
#copias iniciales = ————
(Tp+Ti)+Pphb

Ecuacién 3. Numero de copias de la secuencia de interés obtenida a partir de la concentracion
inicial del plasmido, teniendo que: Cp =Concentracién plasmido ng/pL, Tp=Tamafio en pares de
bases del plasmido, Ti= Tamafio del inserto y Ppb= Peso de un par de bases en ng = 1,079*10"
12ng.

En un modelo ideal la cantidad de copias del producto de PCR se duplica con
cada ciclo (Yuan et al. 2006), teniendo una eficiencia del 100%. Sin embargo, en
la mayoria de ocasiones la reaccion estd mas bien alrededor de este valor ideal,
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siendo necesario normalizar los valores de amplificacién con base en la eficiencia
de la amplificacion (Ecuacion 4) como se muestra en la Ecuacion 5.

1
E=1002 -1

Ecuacion 4. Eficiencia de amplificacion y normalizacion realizada respecto a esta. donde E =
eficiencia, a = pendiente obtenida con la Ecuacion 1.

Ecuacion 5. Cij = Cantidad inicial normalizada. Ci Cantidad inicial calculada a partir del ciclo
umbral. E = Eficiencia de la reaccion 0.



RT PCR con los genes LbCLCa, LbCLCs,
LbCLCcy LbCLCp.

1.1 Cultivo in vitro de Leishmania braziliensis vy
extraccion de ARN total.

Se establecieron cultivos celulares de acuerdo a los puntos temporales
representativos de acuerdo a las etapas mas importantes del paso de
promastigotes a amastigotes que segun Barak et al. 2005 representan la fase | de
promastigotes: las etapas 0,5 hpi, 1 hpiy 2 hpi, donde hay percepciéon de sefales
necesarias para la adaptacion del parasito; la fase Il representada por 6 hpi
donde hay agregacion del parasito y detencion del movimiento necesarias para la
consiguiente transformacion, la fase lll correspondiente a 12 hpi donde comienza
la transformacion morfologica y la fase IV en 48 y 72 hpi donde ocurre la
maduracion final a amastigotes (Fig 4).

Figura 4. Cultivos celulares: A. Promastigotes metaciclicos en fase estacionaria, mostrando la
formacion de rosetas. B. Amastigotes axénicos de Leishmania braziliensis. C. Cultivo de
macréfagos 1774.A1 40X. D. Macréfagos 1774. Al en 0,5hpi. E. Macréfagos 1774 A.1 16 hpi.

El ARNm extraido con el reactivo fenol cloroformo isoamilico Illamado
comercialmente Trizol se evalud visualizandolo en gel de agarosa 1% utilizando
como buffer de corrida TAE a 80 V por 40 minutos. Se evidenci6 la presencia de
los ARN ribosomales tipicos, tanto de L. braziliensis (tres bandas) como de
macrofagos infectados (dos bandas), que son indicativo del buen estado del ARN
(Fig 5). A partir de estos se procedi6 a realizar la sintesis de ADNc después de
limpieza con ADNasa pancreatica utilizando 2 pg ARN inicial.
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25-27s
18-20s

Figura 5. Gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X diluido en H,O DEPC, mostrando ARN total de los
distintos tratamientos experimentales utilizados. A. 1. ARN promastigote metaciclico Lbr. 2.
ARN promastigote Metaciclico Lbr. 3.Marcador de peso molecular 50 - 1000 pb. B. 1. ARN 2hpi
Leishmania braziliensis, células 1774.A1 2. Marcador de peso molecular 1000 - 10000 pb. C. 1.
ARN 24 hpi. 48hpi. 3. 72hpi. 4. 1hpi. 5. MPM 1000 - 10000 D. 1. Yzhpi. 2. 1hpi. 3. 2hpi. 4.
6hpi. 5. 24hpi. 6. 48hpi. 7. 72hpi. 8. MPM 1000-10000 pb. E. 1. RNA Control. 2. Amastigote
axénico 1, 3. Amastigote axénico 2. 4. 1774.A1 V> hpi. 5. 1774 Al > hpi Sobrenadante de
cultivo. 6. J774.A1 1hpi. 7. J774.A1 1hpi Sobrenadante de cultivo. 8. 1774.A1 6hpi. 9. 1774A1
24hpi. 10. J774A1 48hpi. 11. 1774 A1 72 hpi.

Como se puede observar, la mayoria de ARN totales extraidos la presencia de
ARNr que son tres bandas caracteristicas en Leishmania subunidades 15-21S,
18-20S y 25-27S (Morales y Roberts 1978), y dos bandas correspondientes al
ARNr de mamiferos de las unidades 18S y 28S, en este caso macrofagos
J774.A1 infectados con L. braziliensis. Sin embargo, muestras como las de
amastigotes axénicos (Fig. 5 E) no muestran el bandeo tipico, por la dificultad en
la lisis de estas células (Buitrago 2014) o baja cantidad extraida, aunque estas
muestras si amplificaron luego de la sintesis de ADNc (Fig. 7A y Fig. 8C).
Desafortunadamente se sacrificé mucha cantidad para lograr sintetizar ADNc bajo
las mismas condiciones, usando 1ug de ARN por reaccion, razon por la cual no
hubo suficiente material con este tratamiento para las mediciones de RTqPCR.

1.2 Estandarizacion de la PCR para amplificacion de

productos de interés.

Del experimento mostrado en la figura 5.A. se establece el protocolo de PCR para
amplificacion del fragmento del gen LbCLCa, LbCLCa2 (Tabla 1), asi; 95°C 5
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minutos (95 °C 30 segundos 61 °C 30 segundos, 72 °C 1 minuto 35 ciclos) 72 °C
10 minutos, el cual se seguira utilizando de ahora en adelante. Para los otros
cebadores correspondientes a los otros genes se establecio asi mismo la
temperatura 6ptima de anillamiento de 61°C, siendo una temperatura con la cual
se pueden correr reacciones del mismo tipo a la vez, excepto aquellos
correspondientes a la secuencia LbCICc2 correspondiente a un tamafio de 200 pb
(Tabla 1) que amplifica mejor alrededor de 65,3 °C (Fig. 6B), se mantienen las
concentraciones de los reactivos estandar, para las PCR, incluyendo cloruro de
magnesio y primers.

123 456 7 8 990111218 14155

Figura 6. Estandarizacidén de las condiciones de anillamiento para PCR de los primers que
amplifican las secuencias LbCLCa2, LbCLCg2, LbCLCc2, LbCLCp2 (ver Tabla 1) A. Gradiente de
temperatura de anillamiento para la estandarizacion de la amplificacion de la secuencia LbCLCa2
Experimento en el cual se usa ADNc de promastigotes metaciclicos a 72 Horas de crecimiento
como plantilla corrido en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE a 80 V por 40 minutos; las
temperaturas de anillamiento usadas en °C fueron correspondientes a los pozos: 1. 61°C. 2.
60,4 °C. 3. 59,6 °C. 4. 58,6 °C. 5. 57,8. B. Gradiente de temperatura de anillamiento para la
estandarizacion de las distintas PCR con ADN de parasito con distintos tiempos de anillamiento.
Corridos en gel de agarosa 1% en Buffer TAE a 80 V por 40 minutos (1-5) Secuencia LbCLCc2
Temperaturas: 1. 57°C C- cDNA 1774. 2. 67°C. 3. 65,3°C 4. 61°C 5. 57°C. 6. Marcador de peso
molecular 50 - 1000 pb. 7. Marcador de peso molecular 50 - 100 pb. (8-11) Secuencia
LbCLCp2 8. 67°C. 9. 65°C. 10. 61°C 11. 57°C. 12. 57°C C- ADNc J774.A1. (13-16). Secuencia
LbCLCg2 13. 67°C 14. 65°C 15. 61°C. 16. 57°C. 17. Ctrl - ADNc J774.A1.
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1.3 Expresion de la familia CLC de Leishmania.

A.

8- o A0 il 22

100

Cuantificacion relativa del gen LbCLCA
60.000 -

50.000 -

10.000 -

Cantidad amplicén (ng)
N w Py
o o o
o o o
o o o
o o o
1 1 1

05 1 2 6 24 48 72 Al A2 P MPM
Estadio del parésito

Figura 7. Amplificacion y analisis del gen LbCICa. Amplificacidon con un producto esperado de
950 pb correspondiente a los primers de la secuencia LbCLCal (Tabla 1). A. Los carriles
corresponden en su orden a: 1. %2 hpi. 2. 1 hpi. 3. 2 hpi 4. 6 hpi. 5. 24 hpi 6. 48 hpi. 7. 72 hpi.
8. Amastigote axénico 1 9. Amastigote axénico 2. 10. Control- H,O 11. Promastigote Lbr. 12.
Marcador de peso molecular 100 - 3000 pb. B. Cuantificacion por densitometria de cada uno de
los tiempos evaluados en ng, basados en la fluorescencia del marcador de peso molecular, con
33 ng en la banda de 1000 pb.
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Tabla 3. Cuantificacién por densitometria del amplicén LbCLCA.3 (Tabla 1), correspondiente a

cada tratamiento usando el software Image]. MPM, corresponde al marcador de peso molecular,
cuya cantidad en ng en la banda de 1000 pb es 33 ng. 1. %2hpi. 2. 1 hpi. 3. 2 hpi 4. 6 hpi. 5. 24
hpi 6. 48 hpi. 7. 72hpi. 8. Amastigote axénico 1 9. Amastigote axénico 2. 10. Promastigote Lbr.

Estadio del parasito Fluorescencia media | Cantidad (ng)
MPM 49949 33,00
1 24007 15,86

2 27934 18,46

3 23531 15,55

4 33919 22,41

5 31914 21,08

6 29707 19,63

7 33264 21,98

8 41229 27,24

9 31629 20,90
10 46897 30,98

El gen LbCLCa se transcribe en los tiempos estudiados y en los estadios del
parasito, ¥ hpi, 1 hpi, 2 hpi, 6 hpi, 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi (estos dos ultimos
corresponden a amastigotes in situ) y en amastigotes axénicos (Al, A2) (Fig. 7
A), resultados que favorecen el estudio de este canal desde otros puntos de vista
incluyendo knockdown del gen para lo cual L. braziliensis tendria las proteinas
necesarias, no siendo asi para otras especies del género (Barnes et al. 2011).
Por otro lado es ahora relevante realizar estudios a nivel proteico que mostrarian
la dinamica completa de la génica respecto a este gen.

Estos resultados donde el gen LbCLCa se expresa en amastigotes in situ a nivel
de ARNm (48h y 72hpi), complementan estudios anteriores donde se demostrd
gue el gen también lo hace en amastigotes axénicos (Lozano 2012), lo cual es
importante porque existen diferencias en la expresion a nivel de ARNm y proteina
en ambos tipos de amastigotes (Gupta et al. 2001, Rochette et al. 2009),
pudiéndose utilizar ambos modelos para realizar estudios de expresion del gen
LbCLCa.

Comparando los niveles de transcrito por densitometria usando el marcador de

peso molecular como calibracion del peso en ng respecto a la fluorescencia, se
obtiene que los transcritos de LbCICa presentan una concentracion similar en
todos los tiempos post infeccion (Figura 7B y Tabla 3), aunque por tratarse de una
cuantificacion a punto final de la PCR no significa un resultado certero respecto a
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la concentracion inicial de los transcritos (Pfaffl y Hageleit 2001), por lo que la
complementacion con PCR en tiempo real es necesaria o un refinamiento de la
técnica usando genes constitutivos.

Los otros genes LbCICg y LbCICc también se expresan en promastigotes y
amastigotes (Fig. 8A, 8C), mostrando diferencias cualitativas cuando se compara
entre genes distintos (Fig. 8B), mientras que la comparacién de cada gen en los
distintos tratamientos post infeccion tiende a ser similar, respecto a si mismo (Fig.
8B), siendo LBCLCg el gen con la expresion mas alta. LbCLCp, es el Gnico que no
se transcribe en promastigotes estacionarios axénicos (Fig 9). En contraste se
observan transcritos desde la media hora post-infecciéon hasta las 72 hpi (Fig. 8A),
indicando expresion diferencial en algunos sub-estadios del parasito y sugiriendo
gue este gen puede ser importante en la adaptacion del parasito al ambiente de la
vacuola parasitéfora. Por ejemplo el gen de la amastina, fundamental para la
transformacion a amastigote, tiene un patron de expresion similar siendo nula en
promastigotes (McCall y Matlashewski 2012). El hecho de que en general la
transcripcion a nivel de ARNm se conserve durante el ciclo de vida es importante
debido a los numerosos eventos de desestabilizacion a nivel de ARNm, que
ocurren en el ciclo de vida del parasito (revisado por Martinez-Calvillo et al. 2010),
por lo que estos genes al tener la posibilidad de ser traducidos podrian ser
importantes en procesos como la adaptacién a cambios de pH (Vieira et al. 1995),
o de volumen (LeFurguey et al. 2005).

Estos resultados complementan los estudios de expresién génica de CLC a nivel
de ARNmM realizados en promastigotes de L. braziliensis (Quintero 2013, Parada
2013). El hecho de que todos estos genes se expresen en amastigotes in situ es
interesante ya que se trata de genes presentes en cromosomas distintos, por lo
gue su expresidn no esta relacionada ya que no hacen parte de un mismo CPG
(Martinez — Calvillo et al. 2010). Sin embargo, es dificil asegurar a este nivel cual
es la cantidad de ARNm inicial debido a que es una medicion a punto final de la
PCR, por lo que se propone complementar estos resultados con RTgPCR.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Michael+W.+Pfaffl%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22M.+Hageleit%22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matlashewski%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22691540
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Figura 8. RT PCR que comprueban la expresién de los genes LbCICg, LbCICcy LbCICp. 1. A. RT
PCR de LbCICg1, LbCICc1, LbCICp1 (Ver tabla 1) con ADNc de cada tratamiento que amplifican

como resultado un producto de 100 pb en su orden los pozos corresponden a los siguientes

tratamientos LbCICc.1 (1-5). 1. Y2 hpi, 2. 1 hpi, 3. 6 hpi. 4. 24 hpi. 5. 72 hpi. LbCICs.1 (6-10)
6. V2 hpi. 7. 1 hpi. 8. 6 hpi. 9. 24 hpi. 10. 72 hpi. LbCICp.1 (11-15) 11. ¥ hpi. 12. 1 hpi. 13. 6

hpi. 14. 24 hpi. 15. 72 hpi. 16. Marcador de peso Molecular 100-3000pb. B. Grafica de

densitometria derivada de la Figura 7A C. RT PCR con los primers para RTgPCR de los primers
LbCLC3, con los siguientes tratamientos 1. DNA Promastigotes Lbr. 2. cDNA 1774 3. Y2 hpi 4. 2

hpi 5.6 hpi 6. 24 hpi 7. 72 hpi. 8. MPM 50 - 1000 pb Zymo.
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Figura 9. RT PCR con primers LbCLCp3 (ver Tabla 6),en promastigotes y amastigotes in situ.
Pozos (2, 4), pertenecientes a otro experimento. 1. PCR desde promastigote en fase
estacionaria . 3. Marcador de peso molecular 50 - 3000 pb de Lonza, 5. PCR desde parasitos a
las 72 hpi.

Tabla 4. Cuantificacion del amplicén de cada tratamiento y gen por densitometria, usando el
software Imagel. MPM, corresponde al marcador de peso molecular, cuya cantidad en ng en la
banda de 100 pb es 44 ng.

Gen Muestra ng Fluorescencia
MPM 44,00 2,E+04
LbClCc 0,5h 42,11 2,E+04
LbClCc 1h 39,03 2,E+04
LbCICc 6h 39,33 2,E+04
LbCICc 24h 30,98 2,E+04
LbCICc 72h 41,43 2,E+04
LbCICb 0,5h 68,90 4,E+04
LbCICb 1h 71,87 4,E+04
LbCICb 6h 52,29 3,E+04
LbCICb 24h 69,46 4,E+04
LbCICb 72h 60,82 3,E+04
LbCICd 0,5h 50,69 3,E+04
LbCICd 1h 43,32 2,E+04
LbCICd 6h 42,57 2,E+04
LbCICd 24h 43,12 2,E+04
LbCICd 72h 43,84 2,E+04
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2. Generacion de plasmidos para
cuantificacion absoluta de cada uno de los
genes utilizados en el estudio.

Con el fin de tener un modelo estandar para cuantificar la cantidad de copias
iniciales con cada uno de los genes evaluados en todos los tratamientos
utilizados, se realizd la clonacion de los productos correspondientes
correspondientes a los amplicones mostrados en la Tabla 1. LbCLCp 2 no se
expresa en promastigotes por lo que se intenté hacerlo desde amastigotes in situ.
Los plasmidos obtenidos no mostraron la secuencia esperada, por lo tanto no se
logré clonar el fragmento de este gen (Fig. 24 anexo). La cantidad de ARN
medida para estos ensayos con este estadio (amastigotes in situ) corresponde a
la mezcla de ARN del macrofago y de los parasitos presentes. En vista que el
primero estd cuantitativamente mas representado la falta de amplificacién de un
producto en suficiente cantidad (Figura 8.A) para la clonacion podria ser resultado
de baja concentracion de ARN especifico de Leishmania. Teniendo en cuenta que
los otros genes si se transcriben en promastigotes estacionarios de L braziliensis,
se us6 ADNCc de este estadio para la amplificacion correspondiente de amplicones
gue se aislaron por electroforesis en geles al 1% en buffer TAE 1X, seguido de
esto se ligd y clon6é en p-GEM-T-Easy para la secuencia Lb1CLCc.2 y Clon Jet
para LbCLCa.2 y LbCLCg.2.

200 200

Figura 10. Clonacién de la secuencia LbCIC4 en el vector de clonacion Clon - Jet. A. PCR de
colonia con primers universales dirigidos al vector ClonJet. 1. Colonia 1. 2. Colonia 2. 3. Colonia
3. 4. Colonia 4. 5. Colonia 5. 6. Colonia 6. 7. Colonia 7. 8. Marcador de peso Molecular 100 -
3000 pb. B. PCR de Colonia utilizando los primers para LbCICs.2, utilizando las mismas colonias
de la figura A). 1. Colonia 1. 2. Colonia 2. 3. Colonia 3. 4. Colonia 4. 5. Colonia 5. 6. Colonia 6.
7. Colonia 7. 8. Control - H;0. 9. Marcador de Peso Molecular 100 - 3000 pb.
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Figura 11. PCR usando como plantilla el plasmido extraido de la colonia 4 correspondiente al
LbCLCa (Fig 8). 1. PCR con primers LbCICa con ADN Plasmidico como plantilla de la Colonia 4.
2. Ctrl - Agua. 3. Marcador de Peso Molecular 100 - 3000 pb.

A. B.

200
100

Figura 12. Clonacion de la secuencia LbCLCg2 en el vector de clonacién Clon Jet. A. PCR de
colonia con primers universales y especificos para la secuencia 3670.2 Primers universales al
vector (1-3) 1. Colonia 1. 2. Colonia 2. 3. Control - Agua. 5. Marcador de Peso Molecular 100 -
3000 pb. Primers especificos al gen 3670.2 (6-8). 1. Colonia 1. 2. Colonia 2. 3. Control - cDNA
J774. B. PCR desde Plasmido extraido de la colonia 1. 1. Pladsmido solo. 2. Pldsmido con primers
especificos para 3670.2. 3. Control - Agua. 4. Marcador de Peso Molecular. 100 - 3000 pb.
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200
100

Figura 13. Clonacién de la secuencia LbCLCc en el vector de clonacidén p-GEM T Easy. A. PCR de
colonia con primers universales de un producto equivalente al inserto + 100pb. 1. Colonia 1 2.
Colonia 2. 3. Colonia 3. 4. Colonia 4. 5. Control — Agua en lugar de plantilla. 6. Marcador de
peso molecular 100 - 3000 pb. B. Amplificacion del amplicon 1260.2 desde plasmido extraido
de las colonias transformadas. 1. Plasmido colonia 3 solo, 2. Plasmido Colonia 4 solo, 3.
Plasmido colonia 3 con primers especificos LbCLCc.2, 4. Plasmido colonia 4 con primers
especificos 1260. 5. Control —~ADNc J774.A1. 6. Control - Agua. 7. Marcador de peso molecular
100 - 3000 pb.

Posterior a la clonacion de los fragmentos de los genes en colonias bacterianas
Escherichia coli Topl0 por choque térmico se seleccionaron aquellas que
crecieron en el medio con antibitico ampicilina cuya transformacion fue
corroborada con PCR de colonia, los cuales utilizaban primers universales (Fig.
10A, 12A y 13A), dirigidos a sitios pertenecientes a los promotores de los
vectores de clonacién utilizados en cada una de las transformaciones y primers
especificos a las secuencias clonadas en el caso de las secuencias LbCLCa y
LbCLCg, LcCLCc (Fig. 10B y 12B). Paso seguido se aislaron los plasmidos
correspondientes con la técnica de lisis bacteriana acoplada a purificacion con
columnas de silice, y luego los plasmidos se utilizaron como plantilla en una
reaccion de PCR con los primers especificos para cada fragmento clonado, como
control de calidad de la identidad del plasmido (Fig. 11, 12B y 13B).

Con la intencion de comprobar la secuencia exacta de los insertos dentro de los
plasmidos aislados se secuenciaron en la empresa Macrogen (Fig. 21, 22 y 23
anexo), mostrando que los insertos para LbCICay LbCICg, fueron similares en un
99,5% y 100% respectivamente, a la plantilla reportada en GenBank y 100% igual
a los clones previamente obtenidos en el laboratorio con los genes completos
(Lozano 2012, Quintero 2013), (Fig. 14A y 14B) mientras que para LbCLCc hubo
una homologia del 92%, con los dos plasmidos aislados, respecto a la secuencia
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reportada en Genbank y a un pladsmido con el gen completo LbCLCc (Fig. 14C),
(Parada 2013), debido a esto también se secuenciaron amplicones partiendo de
ADNc de L. braziliensis en fase estacionaria correspondientes al gen LbCLCc
(Fig. 14C), que al ser comparada con los clones muestran una homologia del
100%, indicandonos que la cepa utilizada tiene la misma composicién genética, al
menos para esta region del gen, por lo cual se decide usar estos pladsmidos para
las calibraciones posteriores.

Exceptuando el gen LbCLCc, los fragmentos utilizados tienen una conservacion
alta respecto a lo reportado en el Genbank y las plantillas propias del laboratorio,
por tal razén son sustratos ideales para la calibracion de la PCR en tiempo real
En el caso de LbCLCc, debido a que la secuencia es la misma de la cepa usada
(Fig 14C), se proceden a usar para construir la curva de calibracién, contra la cual
cuantificar la expresion génica de LbCIC., y debido a que el objetivo del presente
trabajo no es realizar estudios funcionales respecto a los genes estudiados a nivel
de proteina, esto no afecta los resultados obtenidos.
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A B.

LbCLCA Colonia 1 LBCLCE. GETAAAGTACTGGAGACGATGGACALGGETCTGEALGHGETCGAGGEGE

LOCICA.Z Lb3670_Quintero_ GTTAAAGTACTCCAGACGATGGACACGCTTCTGEACCTGETECAGCEGE

PGEM_T_Easy_Lb02 AP U ML Al C TTAAA GTACTGCAGABCATGGABACGGITCTGEACCTGETECACGEGE
Gen Bank LbCLCA

LbcLeAd Colonia 1LBCLCB GACCATGABACGGEACAATGECTITCCTGTCCTGECAGTECCRGACCEGE]

Lb3670_Quintero_ GACCATGACABCGCEACAATGECTTTCCTGTCGTCECAGTEGCTGAGGEGE!

"GE" T _Easy_Lb02 PR I U ML T Ml G ACC AT GACACGGEAGAATGEETITCCTGTEGTGECAGTCCGTGAGCEGE
Gen Bank LbCLCA

1m0 12 130 " 150

LbCLCA AG) Colonia 1 LBCLCE ACCAAACCTACCAGGGCATGATTACGCGECCACAGCTTCAGCTGETACT:

ez GCTACH g ccficcRachcliccciificfcaicfcclc Lb3670_Quintero_ ACCAAACCTACCAGGGCATGATTACGEGECCACAGETTCAGETGETACT

PGEM_T_Easy_| G GGBAGAGEGGGEEGEG i

BGELT Fasy. LbC P B P e R H PRSI I ST A A CCAAABCTACGAGGGEATGATTACCEGECEACAGETICACCTGETACT

160 1mn 180 190 200

|

LbCLCA1 TCGCCATACCATACCATCTACCACTCACTCGECATATCTTITCTAGAAGAT] Colonia 1 LBCLCB TCGGICOTGTATCTCECECAGATACATGATCTEGEAGAGCTALTCLTIIRS

LbCICA2 G 6 Lb3670_Quintero_ TCGGIEGTCTATCTCECEEAGATAGATGATGTEGEAGAGGTACTCGTCGA

[ M UL TCGCCATACCATACCATETACCACTCACGTCGEEATACGGACAGAAGEGTC PRI VU T T G G GTC G TG T ATCTGEGECAGATAGATGATGTCGCAGAGGTACTCGTLGA

Gen Bank LbCLCA TCGCCATACCATACCATCTACCACTCACTCGECCATACGGAGAGAAGEGTC]

1260 cDNA

Col3_1260q-5P8
Col4_1260q-SP6
PGEM_T_Easy_Lb_1
gi|154343899]refXN_001567844

GTAGECATGAGEECGEGETGGTITCATGIGGGIETTEGTIGGIGGIGETEGGE]

GTAGECATGAGEECGEGETGGTTCATGIGGGTETTEGTIGGIGGIGETEGGE

GTAGCCATCACCCCCGCTGCTTCATCTGCL-TCTTCL TCL-TCL—TCCTCLGC
C A A

1280 cDNA

Col3_1260g-SP6
Col4_12609-SP6
PGEM_T_Easy_Lb_1
gi|154343899]refXN_001567844.

1260 cDNA GIEEGEGAEAAGEGEGETGECGGIETGCGEATGATRTAEACTGETGEACGTGET
Col3_1260q-5P§ GTEGEGACAAGEGEGETGTICGGTIGGEATGATTACACTGETGEACGTGET]
Cold_1260q-5P§ GTCGCGACAACCGCCCTCTCCGTTGCCA rc‘ArrACAcrccrc‘caccrccr
PGEM_T_Easy_Lb_1 G RlAclpegcrceAchT Gl

4i[154343899|refXN_001567844.

1260 cDNA
Col3_1260q-SP6
Col4_1260g-SP6
PGEM_T_Easy_Lb_1 C

R EERERE LA TR T L E R C A AREElCRIG T GEGE TACGALICT I CTCGGETITIGGACTIGETCGGGETCTGEA

Figura 14. Alineamientos de las secuencias de los plasmidos obtenidos, A. Alineamiento de
Secuencias Relacionadas con el Gen LbCLCa. En su orden de arriba hacia abajo: LbCLCa.1.
Pldsmido Clon 1 Con producto LBCLCh, LBCLCy. 2. Pldsmido.Clon 2 Con producto LbCLCa 2 3.,
Pldsmido con gen completo Gen LbCLCa. Gen Bank LbCLCx: Secuencia del gen completo
reportado en GenBank. B. Alineamiento de Secuencias Relacionadas con LbCLCg, con el
programa Bioedit, En orden de arriba hacia abajo. Pldsmido Recombinante con fragmento de
192 pb que corresponde a LbCLCg (Colonia 1 LbCLCg). Gen Complejo clonado en P-GEM T Easy,
(Lb 3670 Quintero). Secuencia GenBank LbCLCg.(gi|389602742|ref|XM_ 001567667.2])
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 putative chloride channel protein (LBRM_32_3670)
ARNm, complete cds). C. Alineamiento entre varias secuencias secuencias relacionadas con el
gen LbCICc. De arriba hacia abajo las secuencias corresponden a: inserto dentro de dos
plasmidos con el producto LbCICc.2 (Col31260_1260g-SP6), (Col4-1260g-SP6), un plasmido
previamente clonado en el laboratorio con el gen completo de LbCICc (pGEM_T_Easy_Lb_1) y la
secuencia referencia en la cual se basé el disefio de primers gi| 154343899 |ref| XM
_001567844.1| Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 putative chloride channel protein
(LBRM_33_1260) mRNA, complete cds.
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3. Cuantificacion de la expresion génica de
algunos LbCLC en promastigotes y
amastigotes.

Elaboracion de las curvas de Calibracion

Se realizaron curvas de calibracion para cada uno de los genes evaluados en
este trabajo, utilizando los clones previamente obtenidos en el capitulo anterior,
que fueron confirmados por secuenciacion. Se hicieron diluciones seriadas 107,
102, 103, 10, 10%, repitiendo cada experimento por triplicado, para establecer
una curva de correlacion entre el numero de ciclos con la cantidad inicial del gen
evaluado. Se lograron obtener curvas de calibracion correspondientes a los genes
LbCLCay LbCLCc (Fig. 15 y 16), con un alto coeficiente de correlacién y eficiencia
(Fig 15C y 16C), lo que permitié cuantificar la expresién génica de LbCLCa y
LbCLCc, en promastigotes y amastigotes in situ de Leishmania. Para el gen
LbCLCg la curva de calibracion no es suficientemente eficiente y correlacion es
pobre lo que implica que la cuantificacion no es confiable (Fig. 22 anexo), para
utilizar la técnica de PCR en tiempo real (Chini et al. 2007, Pfaffl y Hageleit,
2001).

Los genes LbCLCa y LbCLCc se expresan en ambos estadios, en promastigotes y
amastigotes en el caso de LbCLCa (72hpi) (Fig 17A) y LbCLCc (48hpi y 72 hpi)
(Fig 18A) como también en estadios intermedios de la infeccion LbCLCA (1hpi)
(Fig 17A), y para LbCLCc (¥2hpi, 1hpi, 2hpi, 6hpi, 24hpi) (Fig. 18A), este ultimo a
pesar de presentar una curva de pico de fusion de dos picos, tiene una identidad
comprobada por secuenciacion de un producto de PCR realizado con el mismo
ADNc de base correspondiente al mismo gen y amplicon de interés LbCLCc.2
(Tabla 1, Fig. 14C), y los dos picos podrian deberse a estados intermedios en la
formacion del producto de PCR.

Al comparar la cantidad de transcritos de los genes LbCLCa y LbCLCc se observa
gue es 300 veces mayor para LbCLCa en promastigotes estacionarios axénicos y
1 hpi comparado con el otro gen, mientras que a las 72 hpi la cantidad de
transcritos de este gen es 3 veces menor para este tiempo post-infeccion.
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Figura 15. Elaboracion de Curva de Calibracién para secuencia LbCLCa.2. A. Dinamica de

Amplificacion de las muestras con cantidad inicial de copias: Azul: 1,27 * 108, Rojo: 1,27 *
107, Negro: 1,27 *106,
H>O B. Grafico de Pico Melting del experimento. C. Curva de Calibracién 0210.2. con ecuacién
de la recta. Y=-3,3347+50,186, R2=0,985, E=0,94.
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Figura 16. Curva de calibracién de la secuencia LbCLC¢, A. Mostrando Dinamica de
amplificacion de las muestras con NUmero inicial de copias: inicial Azul: 4,90 * 108, Rojo:
4,90* 107, Negro: 4,90 *106,
Negativo H,O B. Grafica de pico de fusidon del experimento. C. Curva de calibracién, pendiente,
ecuacion de la recta. Ecuacion de la recta: Y=-3,533+40,039, R2=0,99, E=0,92.

4,90 * 10°, Morado: 4,90 * 104, Verde: Control
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Figura 17. Niveles de expresion del canal putativo LbCLC4 en nimero de copias iniciales ARNm
por pL con tres experimentos independientes por punto experimental, mostrando, A. los niveles
de ARNm por cada tiempo evaluado Azul: 1hpi, 72hpi, Morado: Promastigotes
Metaciclicos, Verde: Controles negativos ADNc J774 y H,O B. Grafica de pico de fusion del
experimento. C. Dindmica de amplificacién del experimento.
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Figura 18. A. Niveles de expresion del canal putativo LbCLCc en numero de copias iniciales por
tres réplicas Bioldgicas, mostrando, los niveles de ARNm por cada tiempo evaluado con los
colores Rojo: 2 hpi, Azul: 1 hpi, Gris: 2hpi, Naranja: 6hpi, Negro: 24hpi, Vinotinto: 48 hpi,
Morado: 72hpi, Promastigotes Metaciclicos, Verde: Control Negativo ADNc J774. B.
Grafica de temperatura de fusién del experimento. C. Grafica de amplificacion del experimento.

La dinamica de expresion génica de los genes LbCLCa y LbCLCc muestra una
mayor cantidad de ARNm en los tiempos % hpi, 1 hpi correspondientes a
promastigotes en transformacién, respecto a 48hpi y 72hpi que se trata de
amastigotes in situ, que presenta diferencias respecto a promastigotes en el caso
del gen LbCLCc (Fig 18A), un hecho interesante desde el punto de vista bioldgico
ya que se trata de etapas muy importantes en el ciclo de vida del parasito, pues
las étapas tempranas (Yzhpi y 72 hpi) es donde perciben las sefiales que inducen
la transformacion de promastigote metaciclico a amastigote, mientras los
amastigotes in situ representan una importancia clinica, por tratarse de parasitos
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altamente infectivos y proliferativos. Las sefiales que provocarian los cambios en
la expresidon génica son sobre todo: pH y temperatura.

Estos resultados pueden compararse con los obtenidos en Barak et al.2005,
donde se observa que la expresion de amastina A2, proteina implicada en la
proteccion del parasito a estrés oxidativo y calérico (McCall y Matlashewski 2012)
incrementa después de 1 hora de exposicion a las sefiales de acidez y aumento
en la temperatura de 25°C a 37°C, y se mantiene hasta las étapas tardias, en un
sistema axénico de desarrollo del parésito, a niveles de ARNm y proteina,
ratificandose que las variaciones en la expresion génica en el modelo Leishmania
pueden ser evidenciables en tiempos bastante cortos postinfeccion, incluso como
se muestran en estos resultados a %2hpi, tiempo de infeccion previamente no
documentado desde el punto de vista de la expresion génica.

Lo que se puede evidenciar es un proceso de regulacion genética a nivel de
ARNm (Fig. 17 y 18), donde en las etapas iniciales de la infeccion hay un
incremento en el numero de copias de ambos genes (Fig. 17 y 18), lo cual nos
esta indicando que él parasito puede estar expresando estos intercambiadores de
cloruro, como un mecanismo rapido de adaptacion a las condiciones de
osmolaridad (LeFurguey et al. 2005) y de acidez (Marchesini y Docampo 2002,
Vieira, 1996) de la vacuola parasitoéfora (Antoine et al. 1999), lo cual apoya la
hipotesis de que este tipo de canales pueden ser importantes para las
transformaciones y adaptaciones del parasito Leishmania braziliensis a lo largo
de su ciclo de vida, de lo cual el laboratorio de Biofisica y Biologia de Membranas
cuenta, con evidencia adicional, como lo es el efecto que tiene el silenciamiento
genético de los canales LbCLCay LbCCLCg, que se relaciona con pérdida de la
capacidad de recuperacion del parasito a medios hipotonicos, y estancamiento en
el ciclo de vida, impidiendo la transformacion de promastigotes a amastigotes
intracelulares y axénicos (Zapata y Garcia, comunicacion personal).

La literatura reporta en las etapas tempranas del desarrollo de amastigotes
axénicos hay un incremento acentuado en la expresion a nivel de ARNm (Lahav
et al. 2011), lo cual es visto en nuestros datos, aunque no siempre esté
relacionado con los niveles de proteina (Pélaez et al. 2012), por lo que es
necesario validar la expresion génica también a nivel proteico.

Siendo la estabilidad del ARNm tan importante en la expresion génica en
Leishmania (Estevez 2008, Fernandez-Moya et al. 2014 a, Fernandez-Moya et al.
2014 b), seria interesante estudiar a futuro, si hay secuencias UTR relacionadas
con la dinamica que tiene la expresion génica de estos dos canales y asi mismo
intentar predecir los sitios de poliadenilacion del ARN, para tener una imagen mas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matlashewski%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22691540
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precisa de como se esta regulando la expresion de estos genes y cual seria
especificamente la proteina que genera.



Conclusiones y recomendaciones

Los genes LbCICa, LbCICg, LbCICc, se transcriben, en promastigotes,
amastigotes intracelulares y axénicos de Leishmania braziliensis (Fig 6A, 7A y
7C) (Tabla 5), mientras que LbCLCp solo lo hace en etapas post-infeccion (Fig
7A) (Tabla 5), pudiendo ser importantes para el desarrollo del parasito en su ciclo
de vida.

Es posible estudiar fendmenos de expresidon génica desde amastigotes
intracelulares, lo cual puede ser mas cercano a los datos que se tienen in situ,
respecto a los estudios de amastigotes axénicos.

La técnica de PCR en tiempo real por cuantificacion absoluta es una técnica, de
alta sensibilidad, que poco a poco puede ir ganando terreno frente a la alternativa
PCR en tiempo real relativa, sobre todo en procesos de infeccién donde cambios
de expresién tanto en el hospedero como en el patégeno son abruptos.

Leishmania braziliensis cambia la expresion del gen LbCICc a nivel de ARNm, a
lo largo de su ciclo de vida, lo cual es consecuente con la dinamica de expresion
génica, previamente expresadas en estudios como el de Lahav 2011. Si bien los
niveles de ARNm no son iguales en todos los casos con los proteicos, y menos
en kinetoplastidos donde la regulacion génica es muy recurrente a niveles
postraduccionales, este tipo de estudio abren caminos hacia la utilizacién de
técnicas como el silenciamiento por Knock-down, y son un punto de entrada al
entendimiento de la regulacion transcripcional en parasitos, campo donde cada
vez se estd evidenciando un control por sefiales antes no tenidas en cuenta
cuando se hablaba de expresion génica en Trypanosomatidos, como sensibilidad
a concentraciones externas de nutrientes (Fernandez-Moya et al. 2014 b),
temperatura 'y pH.
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Tabla 5. Resumen de resultados de expresion génica de los cuatro genes estudiados.

Estadio LbCLCA LbCLCs LbCCLC, LbCICp
Presente
Presente (Fig. 6A, 7A, | (Quintero |Presente Ausente
Promastigote 17A) 2013) (Fig. 8C) (Fig 9).
Presente
Presente (Fig. 8A, 8C, | Presente
Post-infeccion Presente (Fig. 7A, 17A) | (Fig. 8A) 18A) (Fig. 8A).
Presente
Amastigote (48hpi, Presente (Fig. 8A, 8C, | Presente
72hpi) Presente (Fig. 7A, 17A) | (Fig.8A) 18A) (Fig. 8A).
Presente Presente
Amastigote Axénico Presente (Fig. 7A) (Fig. 8A) (Fig. 8A) | ===
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200

Figura 19. Calibracion de primers LbCLCp3 y LbCLCp4. Amplificacidon desde 72hpi, Lbr.
Los primers CIC LbCLCp.4, fueron evaluados con temperaturas de anillamiento
(carriles 1-4) 1. 58 °C, 2. 60,5 °C, 3. 61 °C 4. Primers LbCLCp.3 + H20 control (-)
carriles (5-9), evaluacion de los primers LbCLCp.3 con temperaturas de anillamiento 5.
62°C, 6. 62°C, 7. 58°C, 8. 58,5°C, 9. 61°C, 10. 61,5°C. Pozos 10 y 11, plasmidos de
otro experimento. 12. Marcador de peso molecular 50-3000 pb.

Tabla 6. Primers para amplificar un fragmento del gen LbCLCp.

Nombre Primer Forward Primer Reverse Tm Fw Tm Rv Tamarfio
del primer amplicon
LbCLCp 3 CCAAATGCGTCGATCTCTTC GTGTTGCCATTCTCCACCAT 60,74 60,79 200

LbCLCp4 CTGTCCATCGCAACTAAGGAT GTGTTGCCATTCTCCACCAT 59,21 60,79 233
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Figura 20: Amplificacion desde plasmido con inserto LbCLCp3. 1. Digestion con BamHI
del plasmido con inserto LbCLCp3 la cual no fue exitosa, 2 marcador de peso
molecular 100 pb - 3000 pb. 3. Amplificaciéon de un producto esperado de 200 pb
correspondiente a LbCLC3 (Tabla 6).
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3B_T7

10 20 30 40 50

T T e B I B i B e e i B R
GGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGA TTAAAGTACTGGAGACGATGGAC

60 o] 80 90 100

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

3B_T7

1%0 170 180 190 200

230 240 250

o I e R L R |
TCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCA
260 270 280 290 300
T T T I
GCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGG
310 320 330 | 310 | 3?0
e T e
CTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAA
360 370 380 390 400
T e e T
CCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTA
410 420 430 440 450
T T T I
CGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTT
460 470 480 490 500
T T e e T
TTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTA
510 520 530 540 550
T e T
TTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTT
560 570 580 590 600
T T T
TGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACAT
610 620 630 640 650
T T S T I
GTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCTCATAATTCCA
660 670 680 690 700
T e e T T
CACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATG
710 720 730 740 750
T T
AGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCC
760 770 780 790 800
T T T I
AGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCG
| 810 | 8?0 | 8?0 | 810 | 8?0
GGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGA
860 870 880 890 900
T e T T
CTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAA
910 920 930 940 950
S e I
AGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCNGGGATAACGCAGGAAAGAACA
960 970 980 990 1000
T e T (O
TGTGAGCAAAGGCCAGCAAAGGCCAGGAACCGTAAAAGGCGCGTTGCTGG
1010 1020 1030 1040 1050
T T e
CGTTTTCCATAGGNNNCGNCCCCTGACGAGCATCANAAAATCGACGCTCA
1060 1070 1080 1090
e T T O
AGTCNGANGTGGCNAANCCGACNGGACTANNAGATNCNGGCGTTTCCCC

Figura 21. Secuencia LbCLCg2 obtenida en ADN plasmidico.
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| i | i | i | )i | i

2477 GATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGT GGC
| i | i | % | i )

2477 AACGGGGTCGGCGGTGACGACGAGGCCATCACGCACTTAGT GGTGAACGT
110 120 130 140 150

P T B B e By S
2A.T7 TCCAGAGGCCGATTGGGCGACGAT|ICGACTGCTTCAGCAGCTACACGGAGG

160 170 180 190 200
e e e e e e e L B e
2A_T7l CGGCAGAGCGGGCCGCGATGCGGCGTCGCCATACCATACCATCTACCACTI

210 220 230 240 250
2A_T7 | CACTCGCCATATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCAT)

260 270 280 290 300
e ———™ | e e e e e ]
2A_T7lGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGITTTTCAGGCTGTATAT

310 320 330 340 350
T e S (O R R R
2A_T7 TAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTA

| 36|0 | 37|0 | 38|O | 39|0 | 4(?0
2A_T7 GGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAA

410 420 430 440 450
T (O T L IR
2A_T7 ATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAAC

460 470 480 490 500
e e [ T L IR
2A_T7 GAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAAT

510 520 530 540 550
e P T (T R IR
2A_T7 TTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGC

560 570 580 590 600
e e [ EE T L IR
2A_T7 AAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAG

610 620 630 640 650
e S [ A A R
2A_T7 TTTAAACCTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCTCATAATTCCACACATTAT

| eslo | 67|0 | 68|O | 69|0 | 7(?0
2AT7 ACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCT

| 71|0 | 72|0 | 73|o | 74|0 | 75|0
2AT7 AACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGTCGGGA

| 76|0 | 77|0 | 78|O | 79|0 | 8(?0
2AT7 AACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGG
| 81|0 | szlo | 83|o | 84|0 | 85|0
2AT7 CGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGC
| 8?0 | s7|0 | 88|O | 89|0 | 9(?0
2AT7 GCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAGGCGGNAA
| 91|0 | 92|0 | 93|o | 910 | 95|0
2AT7 TACNGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCANAANGACATGTGAGCAAA
960 970 980 990

P e O ( EET T R IR
2A.T7 GGCNAGCAAAGGCCAGGACCGNAAAAAGGCGCGTTGCTGGCGTTTTT

Figura 22. Secuencia LbCLCa2 obtenida en ADN plasmidico.
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Col3_1260q-SP6

10 20 30 40 50
P T T (O L T L I
AACTAGATCACGCGTTGGGAGCTCTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCC

60 70 80 90 100
P T |
GCGAATTCACTAGTGI'TTGGGACACGTACGAGGCCGAGAGCGTGCTATAk

110 120 130 140 150

CoB_1260q-qu

AAGGATCACCTTGAGACTCGTAGCCATGAGCCGCGCTGGTTCATGTGGq’I’

160 170 180 190 200
|

CoB_lZGOq-SPF

|
CTTCGTGGTGGTGCTCGGCGTCGCGACAAGCGCGCTGTCGGTTGGCATqA

210 220 230 240 250

Col3_1260q-SPq

: : : ; : N N R N R
TTACACTGCTGCACGTGCTCAACTCCYTGCGCTACGAGCTTCTCGGCTTT

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

Col3_1260q-SP6

260 270 280 290 300
FE T L S L L T T L I
GGACTGCGCAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGC

| 3ﬁ0 | 3%0 | 3?0 | 310 | 3ﬁ0
GACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGC

| 3?0 | 370 | 3?0 | 3?0 | 4?0
CGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTA

410 420 430 440 450
T T L O T TSt L IR
ATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG

460 470 480 490 500
P T L T L O R T L I
GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATG

| SﬁO | 5%0 | 570 | 510 | 5?0
GACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCG

| 5?0 | 570 | 5?0 | 5?0 | 6?0
CAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTT

610 620 630 640 650
T T L L T T L I
TCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTA

660 670 680 690 700
T T [ (S O (N |
AATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGA

710 720 730 740 750
PR T L [T O O  H N N R
CCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCT

| 7?0 | 770 | 7?0 | 730 | 8?0
GATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGT

810 820 830 840 850
T T L T T T L I
GGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTC
860 870 880 890 900
T T [ e T L I
TTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATG

910 920 930 940 950
P T T O O [ I

Figura 23. Secuencia LbCLCc2 obtenida en ADN plasmidico.
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| T | i | ’ | i | °
1A_T7 TCTTCGGNTGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCTCCACCATGTTTGGAAGA

60 70 80 920 100
T e e T e |
1A_T7 GATCGACGCATTTGGATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCT

| 110 | 12|O | 13|0 | 1‘?0 | 150
1A_T7 GCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTG

160 170 180 190 200
T T T e |
1A_T7 TATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCG

| 21IO | 22|O | 2?70 | 2‘?0 | 25|:O
1A_T7 TTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGA

260 270 280 290 300
T T T e T |
1A_T7 GCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTT

| 31IO | 32|O | 3?70 | 3‘I10 | 35|:C|
1A_T7 TGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTA

360 370 380 390 400
T T T T |
1A_T7 AAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGC

| 410 | 420 | 4?70 | 4‘?0 | 450
1A_T7 TTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTT

460 470 480 490 500
T T T e T |
1A_T7 TAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCTCATAATTCCACAC

| 51|0 | 52|O | 5?70 | 5‘|10 | 55|>0
1A.T7 ATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGT

560 570 580 590 600
T T T T T T |
1A_T7 GAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGT

| 61|0 | 62|O | 6?70 | 6‘|10 | 65|>0
1A.T7 CGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGG

660 670 680 690 700
T T T T T T |
1A_T7 AGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTC

710 720 730 740 750
e T T R T
1A.T7 GCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGG

760 770 780 790 800
T T T 1 T T |
1A_T7 CGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG

| 81|0 | 82|O | 83|’0 | 8‘|10 | SSIO
1A_T7 TGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCT

860 870 880 890 900
T T T T T T |
1A_.T7 GGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGAC

| 91|0 | 92|O | 93|’0 | 9‘|10 | 95|0
1A.T7 GCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCG

960 970 980 990 1000

T T T T T T |

1A.T7 TTTCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCTGCCGCTTA
| 1010 1020 | 1030 | 1040 | 1050

1A_T7 CCGGATACTGTCGCCTTCTCCTTNGGAAGCNNGNGCTTTCTNNTAGCTCN
1060 1070 1080 1090 1100

T T T T T O I

1A_T7 NGCTGTAGGNATCTCAGTTCGNGTAGNNGTNGCNCNAGCTGGNTNGNNGN
1110 1120 1130 1140 1150

T T T T T T T e

1A_T7 ANGAACCCNCNNNANCCGACGCTGCNNNNATNNNAACTATCGNNTNGNNN
1160 1170 1180 1190 1200

T T T T T
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1210 1220 1230 1240 1250

1 1 I 1 1

Figura 24. Secuencia Lt;CLCDg obtenlida en ADNIpIasmidico, Idonde no s'el obtuvo el producto
deseado.
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Amplification Melt Peak
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Figura 25. Curva de calibracién LbCLCs. A.Mostrando que la amplificaciéon no fue
efectiva.B. genera una curva de tipo melting con varios picos.
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