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Resumen: La leishmaniasis es una enfermedad tropical causada por el parasito intracelular del género Leishmania. Dentro
del Ecuador se ha reportado la presencia de ocho especies de Leishmania en veintidds de las veinticuatro provincias del
pais. Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad se clasifican en tres categorias: leishmaniasis cutanea (LC), leish-
maniasis mucocutanea (LM) y leishmaniasis visceral (LV). El sistema de vigilancia sanitaria nacional reporta aproxima-
damente 1000 casos anuales de leishmaniasis cutanea y mucocutanea entre el periodo de 2015 a 2021. Actualmente, el
sistema de salud nacional usa el antimoniato de meglumina (antimonio pentavalente) como tratamiento, sin embargo
existen problemas de eficiencia y resistencia asociados al mismo. De esta manera, las plantas tienen el potencial de con-
vertirse en una valiosa fuente de nuevos compuestos antiparasitarios. Cistus ladanifer; una especie vegetal usada en me-
dicina ancestral; posee una notoria actividad inhibitoria sobre el crecimiento de Leishmania, provocando un fuerte des-
censo de la viabilidad celular de los promastigotes. Los analisis bioinformaticos de prediccion de dianas sugieren la
interferencia del aceite esencial con vias metabdlicas que regulan el ciclo celular y la apoptosis. En vista de esto, hipote-
tizamos que el efecto leishmanicida del aceite esencial de C. ladanifer podria deberse a la activacion de la via apoptoética.
Por tanto, nos planteamos el objetivo de analizar la expresion GSK-3 y EndoG, dos genes que participan tanto en la
apoptosis independiente de caspasas como de la intrinseca y extrinseca. En este estudio se extrajo ARN total de cultivos
celulares de L. mexicana y L.infantum, y se evalud su integridad mediante gel de agarosa. Posteriormente se sintetizé
ADNCc y se realizé una RT-PCR usando el gen 18s ARNr como normalizador. Los resultados indican que el gen 185
ARNTr no es un buen normalizador de la expresion de otros genes ya que el tratamiento con el aceite esencial de C.
ladanifer provoc un descenso considerable de la expresion de este gen. Por otro lado, GSK-3 no se expresa lo suficiente
para determinar el efecto de C. ladanifer sobre su expresion y la eficiencia de la amplificacién de EndoG no fue suficien-

temente buena para extraer conclusiones.
Palabras clave: Leishmania; apoptosis; expresion génica, aceite esencial

Abstract: Leishmaniasis is a tropical disease caused by the intracellular parasite of the genus Leishmania. Eight species of
Leishmania have been reported in twenty-two of the twenty-four provinces of Ecuador. The clinical manifestations of this
disease are classified into three categories: cutaneous leishmaniasis (CL), mucocutaneous leishmaniasis (MCL) and vis-
ceral leishmaniasis (VL). The national health surveillance system reports approximately 1000 annual cases of cutaneous
and mucocutaneous leishmaniasis from 2015 to 2021. Currently, the national health system uses meglumine antimoniate
(pentavalent antimony) as the main treatment, but there have been efficiency and resistance problems associated with it.
In this context, plants have the potential to become a valuable source of new antiparasitic compounds. Cistus ladanifer, a
plant species used in ancestral medicine, possesses a notorious inhibitory activity on the growth of Leishmania, causing a
strong decrease in the cell viability of the promastigotes. Bioinformatic target prediction analyses suggest interference of
the essential oil with metabolic pathways that regulate cell cycle and apoptosis. Thus, we hypothesized that the leish-
manicidal effect of C. ladanifer essential oil could be due to the activation of the apoptotic pathway. Therefore, we aimed
to analyze GSK-3 and EndoG expression, two genes involved in both caspase-independent apoptosis and intrinsic and
extrinsic apoptosis. In this study, total RNA was extracted from cell cultures of L. mexicana and L. infantum, and its integ-
rity was evaluated by agarose gel. Subsequently, cDNA was synthesized and RT-PCR was performed using the 18s
rRNA gene as a normalizer. The results indicate that the 185 rRNA gene is not a good normalizer for this study since
treatment with C. ladanifer essential oil caused a considerable decrease in the expression of this gene. On the other hand,

Titulo corto 2022, Apellido primer autor o Apellido 1, apellido 2 et al.

www.uisek.edu.ec /repositorio/tesis

[e)}

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44



Evaluacion de la expresién genética en Leishmania spp. 2022, Nole

20f 16

GSK-3 is not sufficiently expressed to determine the effect of C. ladanifer on its expression and, the efficiency of EndoG
amplification was not good enough to draw conclusive data.

Keywords: Leishmania; apoptosis; gene expression, essential oil

1. Introduccion

La Leishmaniasis es una enfermedad tropical y subtropical causada por el parasito intracelular perte-
neciente a la familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida y género Leishmania. La presencia de esta
enfermedad ha sido reportada a nivel mundial en 89 paises y actualmente es clasificada como endémica en
muchos paises en Africa, Asia y América (Arenas et al., 2017), siendo considerada a nivel internacional
como una de las diez enfermedades de caracter tropical mas desatendidas segtn la Organizacién Paname-
ricana de la Salud (2021).

Dentro del continente americano se han identificado 15 especies de Leishmania clasificadas como pa-
tédgenas para el ser humano; y en Ecuador se ha reportado la presencia de Leishmania en veintidés de las
veinticuatro provincias, registrandose la presencia de las 8 especies siguientes: L. mexicana, L (L.) major like,
Leishmania (Viannia) braziliensis, L (V.) panamensis, L (V.) guyanensis, L (V.) lainsoni, L (V.) Naiffi, L (V.) amazo-
nensis (Toalombo Espin & Coque Procel, 2021).
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Figura 1. Ciclo de infeccion de parasitos del género Leishmania (Division of Parasitic Diseases and
Malaria CDC, 2020)

El ciclo de infeccion de la Leishmania, que se observa en la figura 1, empieza con la picadura de una
mosca del género Lutzomyia a un mamifero hospedador que ingiere macréfagos infectados con amastigotes
(forma intracelular del parasito) (Bates, 2007). En el Ecuador se han detectado 10 especies de moscas dentro
de este género (Toalombo Espin & Coque Procel, 2021). Posteriormente, los amastigotes se transforman en
promastigotes moviles en el intestino de la mosca y se dividen. Cuando la mosca pica a otro mamifero, que
puede ser un humano, le inyecta los promastigotes que seran fagocitados por los macréfagos del nuevo
hospedador y, dentro de los mismos, se convertirdn en amastigotes. Estos amastigotes pueden multipli-
carse en células de varios tejidos e infectar otras células. Cuando una mosca pique a este tltimo hospeda-
dor, volvera a ingerir nuevamente los parasitos, completando asi el ciclo de vida (Sunter & Gull, 2017).
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76
Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad pueden ser variadas, pero generalmente se clasifican 77
en tres categorias en funcion de sus signos. En este sentido, las clasificaciones médicas de esta enfermedad 78
son: leishmaniasis cutanea (LC), leishmaniasis mucocutanea (LM) y leishmaniasis visceral (LV) (S. Thakur 79
etal., 2020). Generalmente las lesiones de LC se identifican como una papula supurativa individual, aunque 80
pueden presentarse multiples lesiones (Mann et al., 2021). La LM por su parte puede causar lesiones graves 81
en la mucosa de la laringe y naso-orofaringe, reportando sintomas nasales crénicos que incluyen secrecio- 82
nes, epistaxis y dolor (Aronson et al., 2016). Por ultimo, la forma mas letal corresponde a la LV, también 83
conocida como kala-azar, y esta asociada principalmente a la L (L.) infantum. Este tipo de leishmaniasis 84
comprende un amplio rango de sintomas asociados a la infeccion, llegando a causar estragos generales en 85
el sistema linfatico y hematogeno (Herwaldt, 1999). 86
87
La leishmaniasis cutanea, la forma mas comun en el continente americano, esta presente de forma 88
endémica en 18 paises, incluido el Ecuador (Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2021). Los reportes 89
del sistema de vigilancia sanitaria nacional sefialan la deteccion de aproximadamente 1000 casos anuales 90
de leishmaniasis cutdnea y mucocutanea entre 2015 y 2021 (Ministerio de Salud Publica, 2022). Frente a esta 91
situacion el Ministerio de Salud Publica usa el antimoniato de meglumina (antimonio pentavalente) como 92
primera linea de defensa, el cual funciona a través de la inhibicidon de la oxidacién de acidos grasos y la 93
sintesis de ATP en el parasito (Vargas et al.,, 2019). La segunda linea de defensa esta comprendida por la 94
anfotericina B, la cual aumenta la permeabilidad de la membrana a través de la formacién de radicales 95
libres en la célula (Steinbach et al., 2020), y finalmente la miltefocina, que acttia alterando el metabolismo 9
de fosfolipidos y comprometiendo la integridad de la membrana del protozoario (Pinto-Martinez et al., 97
2018). 98
A pesar de que estos medicamentos son utilizado hoy en dia contra LC y LM, existen algunos proble- 99
mas asociados, como la variacion del nivel de eficiencia entre poblaciones, la aplicaciéon intravenosa que 100
solo puede ser administrada luego de la hospitalizacion, la variacion de eficacia en funcién de las especies 101
de Leishmania, el costo, la necesidad de aplicacion de varias dosis, el desarrollo de resistencia al medica- 102
mento, entre otros efectos adversos como cirrosis o toxicidad pancreatica (Pradhan et al., 2022; C. P. Thakur 103
et al., 1998). Bajo este contexto, las plantas representan una fuente prometedora de nuevos productos na- 104
turales con potencial medicinal para la busqueda de principios activos que cumplan dicha funcién antipa- 105
rasitaria. 106
107
Ecuador, al ser considerado un pais megadiverso, cuenta con una flora reconocida ampliamente por 108
su uso en la medicina tradicional de las comunidades amazdnicas (Armijos et al., 2021). Por ejemplo, Cistus 109
ladanifer, también conocida como “jara”, es una especie vegetal perteneciente a la familia Cistaceae y genero 110
Cistus. Esta planta es usada en medicina natural debido a sus propiedades antiinflamatorias, antibidticas, 111
y antiparasitarias (Kose et al., 2017). En ese sentido, el extracto de Cistus ladanifer fue evaluado en la Facul- 112
tad de Salud de la UISEK como agente antiparasitario. Segtin Delgado & Arisqueta (2022) el aceite esen- 113
cial de C. ladanifer posee una potente actividad inhibitoria sobre el crecimiento de Leishmania, provocando 114
un fuerte descenso de la viabilidad celular de los promastigotes de L. mexicana y L. infantum. Ademas, los 115
analisis bioinformaticos preliminares realizados por Delgado & Arisqueta (2022) a partir de los compuestos 116
presentes en el aceite esencial y su estructura, indican que éste tiene el potencial de interferir en diversas 117
rutas metabdlicas, entre ellas la cascada MAPK, la via de sefializacidon del calcio, el metabolismo del acido 118
araquidonico y la via de sefalizacion de AMPc, asi como en procesos celulares como la apoptosis. De hecho, 119
todas las rutas de indicadas, participan también, de alguna manera, en la regulacién de la apoptosis. 120
121
En vista de estos resultados, hipotetizamos que el efecto leishmanicida del aceite esencial de C. ladani- 122
fer podria deberse a la activacion de la via apoptética. Por tanto, nos planteamos el objetivo de analizar la 123
expresion de varios genes relacionados con la proliferacion, la apoptosis y control del ciclo celular incluidos 124
algunos de los que participan en las vias metabodlicas indicadas previamente. El estudio de la transicién 125
entre el ciclo celular de Leishmania en mamiferos e insectos es crucial para identificar moléculas y mecanis- 126
mos esenciales que regulan este proceso. Estos hallazgos pueden ser utilizados para desarrollar tratamien- 127
tos mas efectivos contra la leishmaniasis en el futuro. 128

129
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Se seleccionaron genes involucrados en las rutas metabdlicas reportadas por Delgado & Arisqueta 130
(2022). El gen de glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) codifica una proteina que controla la sintesis de 131
glucogeno y afecta la permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberacién de citocromo c para la 132
activacién de la apoptosis intrinseca (Lin et al., 2020) Ademas, la inhibicién de GSK-3 induce el arresto del 133
ciclo celular en la fase G1 (Efstathiou & Smirlis, 2021) . De esta manera en Leishmania spp este gen esta 134
involucrado en la respuesta al estrés, la infeccién a macroéfagos y la supervivencia intracelular en el hospe- 135
dador (Martinez de Iturrate et al., 2020). Por otro lado, endonucleasa G (EndoG) participa en la ruptura de 136
secuencias de ADN cerca de las posiciones de guanina, cooperando en procesos como la apoptosis inde- 137
pendiente de caspasas y el desarrollo celular (Azami et al., 2018). 138

139
HIPOTESIS 140
141
El efecto leishmanicida del aceite esencial de C. ladanifer se debe a la activaciéon de mecanismos celulares 142
que llevan a la apoptosis. 143
144
OBJETIVO GENERAL 145
146
Analizar los mecanismos moleculares y celulares subyacentes a los efectos leishmanicidas del aceite esen- 147
cial de C. ladanifer sobre L. mexicana 148
149
ESPECIFICOS 150
Operativos 151
152

1. Optimizar el protocolo de extraccion de ARN de cultivos de promastigotes de L. mexicana 153

2. Evaluar la utilidad del gen 185 como normalizador de la expresion genética tras el 154

tratamiento con el aceite esencial de C. ladanifer. 155

156
Cientificos 157

3. Analizar la implicacion del proceso apoptotico en los efectos leishmanicidas observados tras el tra- 158

tamiento con el aceite esencial de C. ladanifer mediante el analisis de la expresion de genes implicados 159

en el mismo 160

4. Analizar los efectos del aceite esencial de C. ladanifer sobre la regulacion del ciclo celular de L. mexi- 161

cana, mediante el andlisis de la expresion de genes implicados en la misma. 162

163
2. Materiales and Métodos 164
2.1. Reactivos y equipos empleados 165

Medio de cultivo de insectos Schneider’s Drosophila (Sigma Aldrich, 59895), hidroxido de sodio 100% 166
(NaOH) y acido clorhidrico 1% (HCL) (Merck), cloruro de sodio 10% (NaCL) (J. T. Baker), bicarbonato de sodio 167
99.7% (NaHCQO:3), cloruro de calcio dihidratado 99% (CaCl2-2H20), dimetilsulféoxido (DMSO) 99% ((CHs)2SO), 168
suero fetal bovino inactivado (Eurobio Scientific), penicilina/estreptomicina 1 ug/mL, azul de tripan, PBS 1X, 169
formalina, etanol 70%, extracto de C. ladanifer 1 mg/mL. 170

171

RNAPro Solution (MP Biomedicals), PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), PureLink™ 172
DNase Set (Thermo Fisher Scientific), iScript ADNc Synthesis Kit (BioRad), iTaq Universal SYBR Green Super- 173
mix (BioRad), bromuro de etidio (Invitrogen), SafeView Classic (Applied Biological Materials), Qubit RNA As- 174
say Kit (Invitrogen), agarosa (Sigma-Aldrich), UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water (Thermo Fisher 175
Scientific), los oligonucleotidos fueron sintetizados por la casa commercial Macrogen. 176

177

Cabina de flujo laminar modelo Miniflow 120 (Instrulab Q), incubadora 26 °C (Memmert), agitador mag- 178
nético, autoclave modelo 25X-1 (All American), balanza analitica modelo BAS31PLUS (Boeco), pHmetro mo- 179
delo Orion Star A111 (Thermo Scientific), bomba de vacio modelo R-300 (Boeco), microscopio binocular modelo 180
CX-21 (Olympus), centrifuga modelo XC-2450 (Premiere), refrigeradora modelo 2015KLXB (Durex), Qubit 2.0 181
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Flourometer (Thermo Scientific), CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad), PCR Proflex 182

(Thermo Scientific). 183
184
185
186
2.2. Cultivo de L. infantum y L. mexicana 187
El Centro Internacional de Zoonosis de la Universidad Central del Ecuador (CIZ) proveyd los promas- 188
tigotes de L. mexicanay L. infantum. El cultivo celular se realizo en flasks de 25 cm? (Thermo Fisher Scientific) 189
con un contenido de 5 mL de medio Schneider s Drosophila (Sigma-Aldrich, S9895), el cual fue suplemen- 190
tado con 10% de suero fetal bovino inactivado (FBS) y 1 pug/mL de penicilina-estreptomicina (Andrade et 191
al., 2016; Koutsoni et al., 2019). 192
193
Los cultivos fueron incubados a 26° C y se realizaron subcultivos cada 3 o 4 dias de crecimiento. Para 194
éstos se emplearon 500 pL de cultivo como inoculo inicial para ambas especies de Leishmania. 195
196
Los parasitos utilizados para los tratamientos deben estar en fase estacionaria, es decir en el cuarto dia 197
de crecimiento. Durante esta fase se prepararon alicuotas de 10 uL de ambas especies de Leishmania 'y se 198
realizaron las siguientes diluciones: L. mexicana se diluyo y fijo con PBS 1X suplementado con 1% formalina 199
hasta alcanzar una dilucién 1/100. Por otro lado, la alicuota de L. infantum se llevo a una dilucién 1/80 con 200
PBS 1X. El conteo celular se realizé mediante cAmara de Neubauer en microscopio 6ptico usando la formula 201
1 para la determinacién del nimero de células por mililitro: 202
203
#d . __ # parasitos totales o 1)
e parasitos/mL = 7 * 10 000 * factor de dilucion
Simultaneamente se verifico la viabilidad celular mediante la técnica de exclusion de azul de tripano a 204
través de la formula 2; para este proceso se colocaron 75 puL de las diluciones mas 25 uL de azul de tripano 205
respectivamente. Una vez cargada la muestra en la cAmara de Neubauer se realiza el conteo de células en 206
los cuatro cuadrantes de las esquinas. 207
208
o i ) _ # total de células viables ()
% de células viables = ~ * 100
# total de células
209
2.3. Tratamiento 210
Los tratamientos fueron realizados en las concentraciones de ICso del aceite esencial de C. ladanifer de- 211
terminados por Delgado & Arisqueta (2022) para cada especie. El estudio indica que el valor de ICso para 212
C. ladanifer en L. mexicana fue de 13,87 ug/mL, mientras que para L. infantum el valor de ICso fue de 13,46 213
ug/mL. 214
215
Para los tratamientos, el aceite esencial fue disuelto en DMSO. La solucién de control tiinicamente con- 216
tenia medio de cultivo Schneider s Drosophila (Sigma-Aldrich, S9895) suplementado con 10% de FBS, 1 217
ug/mL penicilina — estreptomicina y 2% DMSO. Todos los tratamientos incluyeron el mismo % de DMSO 218
en el mismo medio de cultivo suplementado con FBS. 219
220
Se realizd el conteo celular de cada especie de Leishmania y se determiné el volumen necesario para 221
obtener 1 x 107 de células. Estas se centrifugaron a baja velocidad y se eliminé el medio de cultivo viejo para 222
resuspenderlas en 1 mL de medio fresco conteniendo DMSO en el porcentaje indicado mas arriba o los 223
tratamientos. Finalmente, las células fueron incubadas por 24h a 26 °C en tubos Eppendorf de 1,5 mL. 224
225

2.4. Extraccién de ARN, cuantificacién, evaluacion de su integridad y obtencién de ADNc 226
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227
El proceso de extraccion de ARN total se realizé de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Invi- 228
trogen Purelink RNA Mini Kit) manteniendo una temperatura de 4 °C durante todo el proceso y usando el 229
método TRIzol para la lisis celular. Asimismo, se eliminé el ADN mediante el uso de un kit de remocion, 230
PureLink Dnase. Una vez obtenido el eluato final, se procedid a cuantificar la concentracion de ARN en el 231
equipo Qubit 2.0 Flourometer de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Invitrogen Qubit RNA As- 232
say Kit). El analisis de la integridad se realiz6 cargando 1 pg del ARN en un gel de agarosa al 1% con 233
bromuro de etidio (Invitrogen, 15585011) o SafeView Classic y corriéndolo durante 40 min a 100 V. 234
235
La sintesis de ADNCc se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del proveedor (BioRad iScript ADNc 236
Synthesis Kit). Se emplearon 0,5 pug de ARN para cada reaccion. 237
238
2.5. RT-PCR 239
El equipo utilizado fue CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad. El procedimiento 240
empleado para el termociclado es el siguiente: mantenimiento de las muestras a 50 °C durante 2 min, se- 241
guido de 95 °C durante 10 min; a continuacidn, se realizaron a 40 ciclos de RT-PCR. Durante cada ciclo las 242
muestras se conservaron a 95 °C durante 15 s para separar las hebras de DNA, e inmediatamente a 60 °C 243
por 1 min. Adicionalmente se realizé una prueba de disociacion para evaluar la especificidad de los pro- 244
ductos. La reaccién de RT-PCR se prepar6 de acuerdo con las indicaciones del proveedor (Bio rad- iTaq 245
Universal SYBR Green Supermix) en una placa de 96 pocillos. La mezcla de reaccion contenia 2 puL. de cada 246
primer (forward y reverse), 10 pL de master mix y 6 uL del ADNc en la dilucién apropiada. 247
248
El disefio de los primers se realizé usando pardmetros estandar del programa bioinformatico (Pri- 249
mer3Plus - Bioinformatics) y mediante la busqueda bibliografica de sets previamente disefiados. Los oligo- 250
nucledtidos descritos en la tabla 1 fueron sintetizados por Macrogen. 251
Tabla 1: Primers disefiados para RT-PCR 252
Set de primers Anotacion Primers (5" - 3")
F AAA AATCACAT
HKG1* 185 ARNr ! W GGG CCCCGG CAC
RV GGTGAACTTTCGGGCGGATA
F AA AGCAACTTCTA!
ENDOG Endonucleasa G W CCAACCGCAGCAACTTCTAC
RV TCACCTCCTTGCTCAGCTTG
. . . FW ACCGCCATGACATGTCGCTCAACGCTGC
GSK-3s Glucogeno Sintasa Kinasa 2
RV CCCCCTCGAGCTGCTTGCGAACTAGCTT
*Gen de referencia. FW forward. RV reverse. Primers obtenidos de fuentes bibliograficas; ! PMID: 28708893. 2PMID: 253
19445946 254
255
En la RT-PCR se estableci6 el numero de ciclos de amplificacion requeridos para llegar a un valor 256
umbral de fluorescencia. Este nimero de ciclos se interpol6 en una curva patréon elaborada empleando 257
diluciones seriadas (1/5, 1/10 1/100 y 1/1000) de una mezcla de ADNc que sirvié como patrén de referencia. 258
En el caso de la curva patrdén para el gen de normalizacién, mucho mas expresado, se emplearon diluciones 259
mayores, correspondientes a 1/500, 1/5000, 1/50 000, 1/500 000. 260
261
2.6 Calculos estadisticos 262
Todas las comparaciones de datos fueron evaluadas para determinar su significancia mediante la 263
prueba t de student de dos colas, utilizando el software GraphPad Prism 9.5.1. Los valores de P < 0.05 264
indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos. 265
3. Resultados 266
Extraccion de ARN y andlisis de la integridad: el TRIzol ofrece mejores resultados que el buffer de lisis 267

comercial, aunque se debe hacer un paso adicional de purificacion de ARN para eliminar el ADN genomico. 268
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A la hora de analizar la expresién de los genes relacionados con la apoptosis, proliferacion y control 269
del ciclo celular, el primer problema que hubo que afrontar fue la obtencién de suficiente ARN de la calidad 270
adecuada a partir de los cultivos de promastigotes tratados y sus controles. Se emplearon dos métodos de 271
extraccion: uno de ellos empleaba el buffer de lisis aportado por el kit de Invitrogen (Purelink RNA Mini 272
Kit), mientras que el otro empleaba TRIzol para romper las células antes de pasar a emplear la columna 273
proporcionada por el mencionado kit. Este tiltimo método proporcioné mayor rendimiento de ARN con 274
concentraciones en el rango entre 0,14 ug/uL y 0,2 ug/uL tal y como se muestra en la tabla 2. Asi, se decidio 275
emplear este método en las sucesivas extracciones. 276
Tabla 2: Concentraciones de ARN en ug/uL obtenidas usado TRIzol y Buffer de lisis con 1% DTT 2M 277
Muestra TRIzol Buffer de Lisis

Control L. mexicana 0,176 0,121*

Tratadas L. mexicana 0,187 0,118*

Control L. infantum 0,152 0,135

Tratadas L. infantum 0,167 0,119*
*La diferencia entre la concentraciéon de ARN obtenido por el método TRIzol y 278
Buffer de Lisis es estadisticamente significativa segtin la prueba t de student (p < 279
0.05) 280
281
Tras la extraccion, y antes de proceder a la obtencién del ADNCc, es imprescindible comprobar la inte- 282
gridad del ARN, asi como la presencia de contaminantes de ADN gendmico. En la figura 2, se muestra un 283
gel donde se hace evidente la presencia de abundante contaminacion de ADN gendmico (recuadro verde). 284
Esto nos oblig6 a emplear un kit adicional de purificaciéon del ARN (DNase Set PureLink) antes de proceder 285
a la retrotranscripcion. 286

Figura 2. Analisis de la integridad y pureza del ARN extraido de promastigotes de Leihsmania. El recuadro verde
indica la presencia de contaminantes de ADN gendmico

Como puede observarse en la figura 3 el empleo del kit de purificacion logro eliminar la contamina- 287
cién de ADN, manteniendo una buena integridad. E1 ARN de L. mexicana y L. infantum no presenta signos 288
evidentes de degradacién y pueden identificarse las bandas de ARNr asociadas a las subunidades riboso- 289
males. 290

291
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(a) (b)

Figura 3. Se uso Invitrogen TrackIt 1Kb plus DNA Ladder. (a) Gel de integridad SafeView de muestras de ARN de L.
mexicana.; (b) Gel de integridad con EtBr de muestras de ARN de L. infantum

Anilisis de la expresion genética por RT-PCR. 185 ARNr no es un buen gen normalizador ya que su ex-
presion varia mucho con el tratamiento con el aceite de C. ladanifer. GSK-3 no se expresa lo suficiente para
determinar el efecto de C. ladanifer sobre su expresion. La eficiencia de la amplificacion de EndoG no fue
suficientemente buena para extraer conclusiones.

Una vez obtenido el ADNc se procedié con las RT-PCR de los genes indicados en el apartado de Ma-
teriales y Métodos. En primer lugar, se verifico que los primers empleados en este trabajo no amplificaran
fragmentos de manera inespecifica. Para ello, analizamos las curvas de disociacién de los productos de
PCR proporcionados por el software Bio-Rad CFX Manager 2.2. Tal y como puede observarse en la figura
4, solo se identifica un tinico pico para los tres genes analizados (Fig. 4. a, b y c), indicando que los primers
solo amplifican nuestro gen de interés. En el caso de GSK-3, el pico esta menos definido ya que los niveles
de expresion de este gen son muy bajos, como se explicard mas adelante.
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Figura 4: (a) Curva de melting para el gen 185 ARNr; (b) Curva de melting para el gen EndoG ; (¢) Curva de melting
para el gen GSK-3

Ademas de la especificidad de los primers, se analiz6 de igual manera la eficiencia con la que amplifi-
caron nuestros genes de interés. Para ello, se emplearon las rectas patron (Fig. 5) construidas tal y como se
indica en el apartado de Materiales y Métodos. Debido a la baja expresion de GSK-3, no se pudo construir
una recta para este gen ya que en muchos pocillos de la placa de 96 no hubo ninguna amplificacién. La
eficiencia de los primers para 185 ARNr fue buena, con una pendiente (-3,5) muy cercana a la ideal de -3,3.
Para EndoG, en cambio, la pendiente, de -2,5, esta bastante lejos del dptimo. El valor del coeficiente de
correlacion (R?) es un poco peor que para 18S.

Curva estdndar del gen 18s Curva estandar del gen Endo G
40 40
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Figura 5: (a) Curva estandar del gen 18S ARNTr representada mediante una regresion lineal; (b) Curva estandar del gen
EndoG representada mediante una regresion lineal

A partir de la figura 5 se obtiene la ecuacion de la recta. A través de la cual se determind el valor de la
pendiente (m) y el coeficiente de correlacion (R?), los cuales permiten el calculo de la eficiencia de amplifi-

cacién para el gen 18s ARNr y EndoG como se representa en la tabla 2.
Tabla 3: Datos del valor de la pendiente, coeficiente de correlacién y porcentaje de eficiencia.
Gen Pendiente R? % Eficiencia
185 ARNr -3,552 0,9977 91,22%
EndoG -2,583 0,9881 143,8%

Por ultimo, en la figura 6 se muestran las curvas de amplificacion que nos permiten observar el rango
de ciclos de amplificacién necesario para alcanzar el umbral establecido por el equipo de RT-PCR. Como
puede observarse, 18s ARNr se encuentra en un rango apropiado de ciclos, entre 25 y 35. Por otro lado
EndoG, y sobre todo GSK-3, requirieron de mas ciclos de amplificacion. En el caso de GSK-3, ocurrié que
en varios pocillos de la placa de 96 no hubo amplificacion.
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Figura 6: (a) Curva de amplificacion para el gen 18S ARNr; (b) Curva de amplificacion para el gen EndoG ; (c) Curva de

amplificacién para el gen GSK-3

Efecto del tratamiento con aceite de C. ladanifer sobre la expresion de 18s ARNr y EndoG. El gen 185
ARNT¥ no es un buen normalizador de la expresion de otros genes ya que el tratamiento con el aceite esencial
de C. ladanifer provoco un descenso de la expresion de este gen de hasta el 90%, que resulto estadistica-
mente significativa.

Finalmente, la figura 7 nos indica el efecto que tuvo el tratamiento con aceite de C. ladanifer sobre la
expresion de 185 ARNr y EndoG (para GSK-3 no se pudo determinar). Como puede observarse (Fig. 7a),
la expresion de 185 ARNr disminuye enormemente, mas del 90%, y lo hace de manera estadisticamente
significativa. De este resultado se deduce, aunque haya que hacer comprobaciones adicionales, que este no
es un buen gen housekeeping til para la normalizacion de la expresion del resto de genes.

En cuanto al expresion de EndoG, los resultados son preliminares y tienen ciertas limitaciones. Como
ya se comento, la eficiencia de la amplificacion para este gen estuvo lejos del éptimo, con un coeficiente de
correlacion R?inferior a 0,99. Ademas, y debido a los resultados obtenidos para 185 ARNr, su expresion no
estd normalizada. Por otro lado, ciertas limitaciones relacionadas con la disponibilidad de reactivos obli-
garon a reducir la n (n = 3), para este experimento de analisis del efecto del aceite esencial de C. ladanifer
sobre la expresidn genética de promastigotes de L. mexicana. A pesar de eso, la figura 7b nos indica que no
hubo cambios en la expresion de este gen.

327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351



Evaluacion de la expresién genética en Leishmania spp. 2022, Nole 11 0f 16

18s EndoG
200+ 200
- [
g 35 150 23 150
25 < s
g c zZ 5
£ 8 100 % 3 1004
g s @ b
= 2
@ 50 I 50
* wi
0 T 1 0 T
> o N o
<’~‘"° & & &
[3) \ 00 S
o & o &
& Gl
A A8

Figura 7: Grafico de barras ilustrando las variaciones en la expresion genética entre los grupos de control y tratados de
los genes (a) 18s ARNr y (b) EndoG. *p <0.05

4. Discusién 352
353

La extraccion de ARN es un proceso critico en la realizacion de la técnica de RT-PCR, ya que la calidad 354

del material extraido puede tener un impacto significativo en los resultados obtenidos. Las impurezas que 355
se encuentran durante la extraccién pueden afectar la cantidad y calidad del ARN recuperado, lo que a su 356
vez puede alterar los resultados de la RT-PCR (Fleige & Pfaffl, 2006). Por lo tanto, para llevar a cabo un 357
analisis de expresion génica, es esencial evaluar inicialmente la calidad e integridad del material genético 358
(Padhi et al., 2018). 359
360

En este ensayo se extrajo de manera satisfactoria ARN total de los cultivos de ambas especies de Leish- 361
mania usando el método de TRIzol en conjunto con el kit de extraccion de ARN de Purelink. El proceso 362
realizado con TRIzol requiere una mayor cantidad de tiempo, comparado al tiempo empleado al utilizar el 363
buffer de lisis provisto en el kit de extraccion. Sin embargo, este método result6 en concentraciones mayores 364
de ARN total (Tabla 2). 365
366

En la misma linea, la presencia de bandas de ARNTr bien definidas es un indicador de la integridad y 367
calidad del ARN extraido de una muestra bioldgica. La presencia de las bandas de ARNTr en el gel de aga- 368
rosa (Fig. 2a y b) indica que el ARN extraido estaba intacto y era de buena calidad para ensayos posteriores. 369
Adicionalmente se infiere que la mancha heterogénea a lo largo de los diferentes carriles representa la 370
migraciéon de ARNm en funcién de resultados similares descritos por Hammoudeh et al. (2014) y Kelly 371
(1993) para muestras de Leishmania spp. 372
373

Una vez que se obtiene material genético de buena calidad se evaltia la especificidad de los primers. 374

Las curvas de melting son ttiles para identificar si una muestra de RT-PCR contiene productos tinicos o si 375
hay contaminacién dentro del ensayo, como la presencia de productos no especificos o dimeros de primers 376
(Downey, 2014). Al analizar las curvas de melting obtenidas para el gen 18s ARNr, Endo G y GSK-3, se 377
observd un pico tnico en todas las curvas, lo que sugiere la presencia de un producto especifico y homo- 378
géneo para cada gen. Este resultado indica que no hay contaminacion y, sobre todo, que los primers selec- 379
cionados solo amplifican nuestro gen de interés. 380
381

A partir de los resultados obtenidos en el RT-PCR se realizan las rectas patrén (Fig. 5). Estas permiten 382

determinar la eficiencia de amplificacion en un gen especifico, ademas de obtener la ecuacion de la recta 383
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con la pendiente y el coeficiente de correlacion. Esto se utiliza para construir una curva de calibraciéon que 384
permita cuantificar el mRNA del gen representado en la recta de una muestra problema (Svec et al., 2015). 385
Normalmente una eficiencia de reaccién adecuada se encuentra en el rango entre 90% - 110%, lo cual co- 386
rresponde a valores de pendientes entre -3,58 y -3,10 respectivamente. Asimismo, se considera adecuado 387
un valor de R?> 0,98, lo cual indica una fuerte correlacion lineal (Bivins et al., 2021; Life Technologies, 2012). 388
389

De esta forma, aunque la eficiencia para 185 estuvo dentro de los margenes aceptados, con un buen 390

R?, no sucedié los mismo para EndoG. Este resultado puede implicar la existencia de contaminantes o sa- 391
turacién de la polimerasa, lo que puede aumentar significativamente ese ultimo valor, de la misma manera 392
se propone revisar y optimizar las condiciones de reaccién de RT-PCR (Ruijter et al., 2009). A pesar de esto, 393
cabe recalcar que Bonifaz et al. (2023), empleando el mismo Master Mix, los mismos primers y la misma 394
Leishmania, obtuvo valores de eficiencia muy similares a los de 18S. Estas diferencias pueden deberse a 395
diferencias en los niveles de expresion, ya que a mayor expresién mas fiabilidad de la RT-PCR. 396
397

Finalmente, los datos del gen GSK-3 fueron inconclusos debido a la amplificacion tardia en el RT-PCR 398

(2 39 ciclos) (Fig. 6¢), esta informacion podria sugerir una baja concentracién de ADNCc inicial, posible pre- 399
sencia de inhibidores de PCR o degradacion del material gendmico (Schrader et al., 2012). Para futuros 400
ensayos se propone aumentar la concentracion del material gendémico inicial y aumentar también la n ex- 401
perimental. 402
403

El método mas popular para normalizar los datos obtenidos mediante RT-PCR es mediante el uso de 404

un gen de referencia, en este caso 18s ARNr. La correcta normalizacion basada en un gen de referencia 405
requiere que dichos genes estén expresados de manera estable en todas las muestras que se estan compa- 406
rando, por ello es necesario un analisis estadistico que permita determinar la estabilidad entre muestras 407
control y tratadas (Xue et al., 2022). Sin embargo, en nuestras condiciones experimentales esto no se cum- 408
plia. El tratamiento tuvo el efecto de reducir la expresiéon del gen 185 en mas de un 90% respecto de los 409
controles, y esta disminucion fue estadisticamente significativa. Este resultado sugiere que la expresion de 410
este gen varia bajo nuestras condiciones experimentales, lo que limita su utilidad como una referencia con- 411
fiable para la normalizacion de la expresion génica en este estudio (Schmittgen & Livak, 2008). 412
413

La bibliografia indica que la estabilidad del gen 18s ARNr puede verse afectada en pocas ocasiones 414
imprevistas. Kozera & Rapacz (2013) reportan variaciones en la estabilidad del gen 18s ARNr en dos de 415
ocho cepas vegetales, asociando este cambio a las condiciones experimentales del estudio. Por otro lado, 416
un estudio desarrollado por Qi et al. (2022) en parasitos, describe cambios considerables en los niveles de 417
expresion del 18s en funcion de la temperatura a la cual se realizan los tratamientos. 418
419

Finalmente, la eleccidon de genes normalizadores adecuados es crucial para la medicion precisa de la 420
expresion génica y se requieren genes que se expresen de manera estable en diferentes etapas de desarrollo 421
y en diferentes condiciones de cultivo (Hernandez-Santana et al., 2016). Algunos de los genes candidatos 422
comunmente utilizados como normalizadores para la expresion génica en Leishmania spp incluyen: 423
GAPDH, B-actina y rRNA45 (Hernandez-Santana et al., 2016; Ouakad et al., 2007; Singh et al., 2012). 424
425

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la expresion de estos genes también puede verse afec- 426
tada por ciertas condiciones experimentales, por lo que se plantea validar la estabilidad de la expresion de 427
los genes candidatos antes de su uso como normalizadores en andlisis de expresion génica. 428
429
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5. Conclusiones y perspectivas futuras

En conclusion, se logré extraer ARN total de los cultivos de ambas especies de Leishmania de manera
satisfactoria mediante el uso combinado del método de TRIzol y el kit de extraccion de ARN de Purelink,
con un paso adicional de purificacién con DNase Set. Aunque el proceso con TRIzol tomé mas tiempo que
el método del buffer de lisis suministrado en el kit, el primero arrojé concentraciones mas altas de ARN
total. Estos resultados sugieren que el método de TRIzol podria es la opciéon mas adecuada para la extrac-
cién de ARN total en estudios futuros de estas especies de parasitos.

El gen 18s ARNr no se puede considerar un buen gen de referencia para este ensayo ya que en nuestras
condiciones experimentales con el aceite esencial de C. Ladanifer, el tratamiento redujo la expresion del gen
18s ARNr de manera considerable, lo que limita su utilidad como referencia confiable para la normalizacion
de la expresion génica en este estudio. Por otro lado, los resultados respecto a los genes de EndoG y GSK-
3 representan datos preliminares en el ensayo ya que no permiten la obtencién de datos concluyentes.

Para futuras investigaciones se recomienda evaluar la estabilidad de diferentes genes de referencia
como GAPDH, B-actina o ARNr 45 bajo las condiciones especificas del ensayo y determinar el mejor gen
normalizador. Adicionalmente se sugiere aumentar la n experimental y obtener mayor volumen de ARN
de las muestras para realizar los ensayos de RT-PCR sin diluir el material genémico.
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culminar este proyecto.
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