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1. RESUMEN

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario flagelado causante de la enfermedad de Chagas.
Presenta un complejo ciclo de vida que transcurre entre un hospedero invertebrado (insecto
triatomineo) y un hospedero vertebrado (incluyendo humanos). La sintomatologia de la
enfermedad suele presentarse una o dos semanas posteriores a la infecciéon y se divide en dos
etapas: una fase inicial o aguda y una fase crénica que persiste en el individuo por el resto de
su vida. El tratamiento se basa en farmacos que presentan efectos secundarios indeseados y
son efectivos en la etapa aguda de la enfermedad.

Una caracteristica de T. cruzi que lo diferencia de otros patoégenos intracelulares, es que puede
infectar una gran variedad de células de diferente origen, como por ejemplo macro6fagos,
fibroblastos, adipocitos, células musculares y cardiacas, entre otras. El estudio de la infeccién y
persistencia de estos parasitos se ha centrado en dos aspectos principales: en el estudio de
moléculas del parasito (proteinas de superficie y otros factores de virulencia que favorecen
este proceso), y el estudio de la respuesta de células del sistema inmune, particularmente
macrofagos, frente a la entrada del parasito a la célula. Este tipo de células estan
especializadas en el proceso de fagocitosis. Sin embargo, el éxito del parasitismo en la
enfermedad de Chagas depende de su capacidad de invadir diferentes tejidos en los cuales el
parasito persiste durante afios, hasta que la enfermedad genera dafios irreversibles. Por estas
razones, consideramos de vital importancia investigar los procesos celulares involucrados en
la invasion del T. cruzi en células del tipo no fagociticas profesionales.

En este trabajo se propuso estudiar la invasion de T. cruzi en células no fagociticas
profesionales humanas mediante la técnica de microarreglos de expresion. Los experimentos
de infeccion de células no fagociticas, extraccion de ARN, marcado y escaneo fueron realizados
previamente en la Unidad de Biologia Molecular. En esta tesis se realizé el analisis
bioinformatico con el fin de identificar los genes diferencialmente expresados con respecto a
un control. A partir del cual, se obtuvo una lista de genes diferencialmente expresados y se
identifico su ontologia. Se estudi6 las vias vinculadas a la apoptosis, al proceso del sistema
inmune e inflamacidn, a la reorganizaciéon del citoesqueleto y a los receptores tipo Toll. Por

ultimo, se seleccionaron genes a partir de la lista obtenida en el analisis bioinformatico y se



realizé una validacidn del ensayo de microarreglos mediante RT-PCR en tiempo real. Podemos
afirmar que los valores de expresion relativa de estos genes presentan un comportamiento

similar desde el punto de vista del nivel de expresién en ambos ensayos.
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2. INTRODUCCION

2.1 Reseiia de la enfermedad

La trypanosomiasis americana, también conocida como la enfermedad de Chagas es una
infeccion sistémica causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoario
intracelular obligado. Si bien este patégeno es capaz de promover una fuerte respuesta inmune
mediada por linfocitos T [1, 2], el hospedero no es capaz de eliminarlo completamente de su
organismo [3, 4]. Se cree que esto se debe a su capacidad de invadir células nucleadas, y de
replicarse dentro de estas, evadiendo el sistema inmune del hospedero. La cronicidad de esta
enfermedad estd asociada a la infecciéon de ciertos tejidos como el musculo cardiaco y
esquelético [2].

La enfermedad de Chagas fue descrita por primera vez por el Dr. Carlos Chagas [5]. En 1907,
fue contratado para disminuir la transmision de enfermedades en la industria de ferrocarriles.
Un elevado nimero de esclavos y trabajadores de las vias férreas, que unian la ciudad de San
Pablo y el corazén del Amazonas, morian de malaria, fiebre amarilla y otras enfermedades no
diagnosticadas. Alli, trat6 una poblacién que se quejaba sobre una frecuencia irregular de
latidos y arritmia atipica, lo que indicaba una insuficiencia cardiaca, que frecuentemente
llevaba a la muerte repentina. Interactuando con trabajadores de la zona, se informé sobre un
insecto hematdfago llamado Triatoma infestans (vinchuca) que habitaba las casas rurales y se
alimentaba de la sangre humana. Para probar que este insecto era el vector de un agente
infeccioso, Chagas estudid la flora de su sistema digestivo mediante microscopia éptica de luz.
Pudo observar numerosos protozoarios flagelados similares al Trypanosoma brucei, descripto
unos afios antes por Forde [6]. El Dr. Chagas nombr¢ al protozoario Schizotrypanum cruzi, en
honor a su mentor (llamado Oswaldo Cruz), y luego su nombre fue cambiado a Trypanosoma
cruzi.

En 1908, tuvo la oportunidad de documentar el primer caso de Trypanosomiasis Americana al
encontrar al protozoario en la sangre de una nifia de dos afos, Bernice Soares de Moura [5].
Esta habia sido picada reiteradas veces por vinchucas y la examiné durante el proceso agudo
de fiebre, linfoadenopatia, hepatosplenomegalia e infiltracién generalizada. Un afio después
(1909), volvié a examinar a la nifia y esta se encontraba bien, su temperatura era normal y no

habia parasitos en sangre. Bernice falleci6 a los 82 afios.
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(Salazar, Paz Maria. La enfermedad de chagas, antecedentes  historicos,
http://www.facmed.unam.mx/deptos/salud/periodico/chagas/antecedentes.html, consulta: viernes
13 de junio 2013).

El cuadro clinico que present6 Bernice es caracteristico de la enfermedad de Chagas. Como se
comentara mas adelante, en la mayoria de los individuos infectados la fase aguda se resuelve
de manera espontanea. Y alrededor del 60-70% de los pacientes no vuelven a desarrollar
sintomas.

Para estudiar la enfermedad, Chagas infecté monos con el parasito y establecid6 que
desarrollaban la misma sintomatologia que los humanos, por lo que pudo vincular a T. cruzi
con la enfermedad. También estudio la fase aguda y cronica de la enfermedad asi como su

patogenicidad [7-9].

Chagas fue capaz de identificar el vector, el patégeno, las manifestaciones clinicas de la fase
aguda, los diferentes estadios de ciclo de vida del T. cruzi en armadillos en estado salvaje [10] y
posteriormente en monos de la especie Samiri sciureus [11]. Sin embargo, creia que la via de
infeccion principal era a través de la picadura del insecto. Emile Brumpt propuso en 1915 que
la via de infeccion principal era a través de las heces, y recién pudo ser probado por primera
vez en 1932 por Silveira Diaz. En 1936, el Dr. Salvador Mazza junto a C. Benitez describi6é un
sintoma llamado signo Mazza-Benitez (dacrioadenitis, inflamacion de la glandula lagrimal) que
puede o no aparecer al momento de la infeccion con el trypanosoma.

Se estima que esta enfermedad se origin6 hace millones de afios entre animales salvajes [12] y
se plantea que la transmisién del parasito al humano se dio de forma gradual, cuando estos
comenzaron a convivir con los triatomineos [13]. Este convivencia se generd gracias al proceso
de deforestacion, construccién de viviendas y disminuciéon del nimero de animales salvajes
[14] lo que “obligé” a los Triatomas a buscar nuevos nichos en areas domésticas y a adaptarse
a la alimentacién de sangre humana y de animales domésticos [12]. Si bien existen varias
teorias sobre la evolucién del T. cruzi [15-17] estudios recientes plantean que originalmente
era un parasito de murciélagos que logré adaptarse a los mamiferos terrestres como
hospederos [18]

El hallazgo de ADN de T. cruzi en momias de 9000 afios de antigiiedad del norte de Chile y sur

de Peru confirma que la infeccion con este parasito prevalecia hace ya miles de afios [19].
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Si bien en 1909 se describi6é por primera vez la enfermedad [5], el primer caso reportado
podria ser anterior . De acuerdo a la propia descripcion que realizé Charles Darwin sobre el
contacto que tuvo con la vinchuca, y los sintomas que presentd posteriormente, se cree que
podria haber contraido la enfermedad durante la expedicion a América del Sur en 1835 [20].

Se estima que entre 7 y 8 millones de personas se encuentran infectadas por T. cruzi en todo el
mundo, la mayoria se encuentra en Latinoamérica. Un 30% de los enfermos crénicos
desarrollan alteraciones cardiacas, y un 10% desarrolla alteraciones digestivas, neurologicas o
mixtas (World Health Organization, Chagas disease (American tripanosomiasis), 2013,
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/index.html consulta: 6 de mayo de

2013).

Si bien se han descrito mas de 130 especies de Triatomas, no todos actian como vectores.
Entre los mas importantes capaces de transmitir el parasito al humano se encuentran
Triatoma infestans (el vector mas importante, se encuentra en la regién sur de América del
Sur), Rhodnius prolixus (presente al norte de América del Sur y América Central) y Triatoma
dimidiata (se encuentra en un area similar al anterior pero se extiende también a México)

El parasito se transmite a mas de 150 animales domésticos (perros, gatos, entre otros) y a
otros mamiferos a través de las heces de vectores infectados y también mediante la ingesta de
alimentos infectados. También puede haber transmisién vertical del parasito a través de la

lecha materna entre madre e hijo y mediante transfusion sanguinea.

2.2 Elciclo devidade T. cruzi
El ciclo de vida de este parasito se alterna entre hospederos vertebrados (entre los que se
encuentran diversas especies de mamiferos) e invertebrados (vector) que no parecen verse
afectados por la infeccién. Durante su ciclo de vida (figura 1), el parasito pasa por diferentes
cambios de forma; epimastigotas y amastigotas (formas replicativas del parasito) y
tripomastigotas metaciclico y tripomastigotas sanguineos (formas infectivas, pero no
replicativas). La forma amastigota es capaz de infectar células mediante un mecanismo

dependiente de actina y mantener el ciclo replicativo intracelular [2].
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Los distintos fenotipos que adopta estan directamente relacionados al ambiente al cual se
enfrenta durante su ciclo de vida (al pasar del vector al huésped). Por lo que gracias al pool de
moléculas que expresa cada forma (mucinas, trans-sialidasas, fosfolipidos, entre otros) y a las

distintas capacidades que adquiere o pierde el parasito (infectar y replicarse) es capaz de

En el triatomino En el hombre
0 (pa:;cdag L{;ﬁ f:;;:t::;'o':zs e Los tripomastigotos metaciclicos

penertan en las diferentes células
alrededor de |a plcadura. En su Interlor

@; > se transfroman en amastigotos
1\ @

Tripomastigotos metaciclicos A @

en eld'ntestly

Multiplicacion en

o \el estomago

% Plcadura del triatomino
e (Ingestion de

eEplmastlgoto en tripomastigotos)

el estomago

% \_/”@A

o Los amastigotos Intracelulares

metaciclicos en las heces del animal)

Los
tripomastigotos

pueden Infectar

otras celulas y se
transforman en
amastigotos Intracelulares
en los nuevos sitios de Infecclon
Pueden aparecer

los signos clinlcos

- a partirde este

ciclo Infeccloso

Los amastigotos
se multiplican por
fislon binaria en las
ceélulas de los tejidos
Infectados

. se transforman en tripomastigotos,
A= Iniclo de la Infeccion salen de la célulay despues
= . ntran en la circulacion in
A_ Dlagnéstico posible entran en la circulaclon sanguinea

Figura 1. Representacion del ciclo de vida del Trypanosoma cruzi que alterna entre el Triatoma (vector) y el humano
(huésped mamifero) (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm).

persistir y replicarse de forma exitosa.

T. cruzi presenta familias génicas (que suelen encontrarse en regiones subteloméricas) que
codifican para proteinas que se expresan en la superficie, y que estan expandidas o contraidas
segun la cepa del parasito. En particular, las proteinas de superficie llamadas mucinas, son
codificadas por una familia génica que se expresa en forma diferencial en los distintos estadios.
Los epimastigotas presentan poca variabilidad génica de mucinas, mientras que los

tripomastigotas y los amastigotas presentan una mayor variabilidad génica de mucinas. Estas
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proteinas protegen al parasito del sistema inmune del hospedero y del pH acido presente en el
estdmago.

Las trans-sialidasas son enzimas vitales para transferir acido sidlico de glicoconjugados del
hospedero a las mucinas. Se co-expresan distintas variantes de mucinas y proteinas asociadas
a mucinas segun el ambiente y circunstancias en las que se encuentra el trypanosoma.

Las glicoproteinas favorecen la unién del parasito a las células (tejidos en mamiferos),
enviando y provocando sefiales en las células que invaden.

La superfamilia GP85/T5 tiene la capacidad de unirse a componentes de la matriz extracelular
mediante una regiéon conservada llamada dominio FLY. Este, se une a la citoqueratina 18,
promoviendo la desfosforilacién y la invasion.

Se han descrito dos ciclos diferentes para la transmision del parasito, basados en el nicho del
vector y hospedero: el ciclo silvestre, que se da entre la vinchuca y animales salvajes; y el ciclo
doméstico, entre la vinchuca adaptada a vivir en las viviendas y el humano o animales
domésticos. Ambos ciclos se conectan cuando los ratones, ratas o murciélagos infectados y
vinchucas migran a regiones deforestadas, donde vive el humano [13].

La vinchuca se infecta mediante la ingesta de sangre de vertebrados infectados. En el estdbmago
del insecto, el parasito se transforma en epimastigota replicativo; luego, en la porcion distal del
intestino se transforma en tripomastigota metaciclico (forma infectiva que sera liberada junto
con las heces).

Cuando el insecto se alimenta de la sangre de un mamifero, suele defecar en el mismo lugar. Si
es vector del parasito, la forma tripoamastigota metaciclico que se encuentra presente en las
heces, es capaz de ingresar al organismo. Esto sucede a través de la propia herida provocada
por la picadura, cuando el individuo se rasca o directamente a través de la mucosa que se
encuentra debajo de las células. Esta forma metaciclica es capaz de unirse a las células del
hospedero mediante la interaccion de sus membrana plasmaticas [2, 21-23] . Posteriormente
es internalizada en un compartimento membranoso llamado vacuola parasitéfora, de la cual
son capaces de escapar, y transformarse en amastigotas. Luego de nueve ciclos de division
binaria en el citosol, se diferencia en tripomastigota; y mediante la ruptura celular, estas
formas parasitarias (denominadas tripomastigotas sanguineos o derivados de células) son

liberadas [2, 24]. Los tripomastigotas derivados de células infectan células vecinas o se
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diseminan a través del torrente sanguineo infectando células localizadas en otras partes del

cuerpo.

2.3 Manifestaciones clinicas
La patogenicidad de la enfermedad es muy variable y depende tanto del genotipo del huésped
como de la capacidad infectiva del parasito. La sintomatologia de la enfermedad de Chagas se
divide en dos etapas, una fase inicial o aguda y una fase cronica. La fase inicial de la infeccion
se presenta en muchos casos asintomatica, mientras que en otros se presenta con fiebre
prolongada, anorexia, nauseas, vomitos y diarrea. Los sintomas aparecen 1-2 semanas luego de
la exposicion al triatoma infectado y dura entre uno y dos meses. En general, un tratamiento
con drogas antiparasitarias durante esta fase cura la infeccion, y previene las manifestaciones
cronicas. Entre un 5-10 % de los pacientes suelen presentar sintomas mas severos, como
miocarditis o meningoencefalitis que pueden derivar en la muerte. En esta fase, es posible
encontrar un alto ndmero de parasitos en la sangre y tejidos; asi como niveles altos de
citoquinas en el plasma y una intensa activaciéon de linfocitos T CD4* [25] y CD8* [25-27] y
linfocitos B [25] (productores de anticuerpos).
En el 90% de los individuos infectados, la fase aguda se resuelve espontaneamente, atin sin
haber recibido un tratamiento antiparasitario. Luego de desarrollar inmunidad, la
parasistemia y el nimero de tejidos infectados disminuye, concluyendo la fase aguda.
Alrededor del 60-70% de los pacientes nunca desarrollaran sintomas, por lo que se dice que
presentan la forma indeterminada de la enfermedad. El restante 30-40% desarrollara la forma
cronica de la enfermedad que se presenta 10-30 afios luego de haber sido expuesto al triatoma
infectado. Se caracteriza por la presencia de trastornos cardiacos, digestivos o cardio-
digestivos que persisten en el individuo por el resto de su vida [28-30]. Si bien durante esta
segunda fase casi no es posible encontrar parasitos en sangre, se cree que la reactivacion de la
enfermedad puede darse por inmunosupresion, particularmente en pacientes con SIDA o en
mujeres embarazadas.
En estudios in vitro, el parasito es capaz de infectar distintos tipos de células nucleadas,
particularmente las células cardiacas [31], del musculo esquelético [32, 33], nervios entéricos

[34-36] y adipocitos [37, 38], entre otros.
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La cardiopatia severa asociada a la fase crénica es una de las mayores causas de muerte por
falla cardiaca en areas endémicas de Latinoamérica. Se desarrolla en un 20-30% de individuos
y se manifiesta con un agrandamiento del corazén, arritmias y aneurismas. Si bien en técnicas
histolégicas de rutina no se observan parasitos intracelulares, estudios sobre pacientes post
mortem que padecian la fase crénica de la enfermedad revelaron una inflamacién crénica del
miocardio, acompanado de mitocitolitis, vasculitis y fibrosis. Se han encontrado una amplia
variedad de auto-anticuerpos en estos individuos, incluyendo anticuerpos para antigenos
especificos cardiacos, como miocina cardiaca.

La patologia digestiva de la fase cronica se desarrolla en un 10-15% de los pacientes y se
presenta casi exclusivamente en Argentina, Brasil, Chile y Bolivia.

Aun en infecciones asintomadticas, se ha encontrado una gran cantidad de anticuerpos anti-
parasitos. Se cree que la enfermedad de Chagas podria ser el desenlace de un proceso de

autoinmunidad luego de varias décadas de infeccién [36, 39, 40].

2.4 Respuesta celular a la infeccion por T. cruzi

2.4.1 Apoptosis
Los patogenos intracelulares despliegan una gran variedad de estrategias basadas en la

habilidad para tomar control de la maquinaria celular y evadir los mecanismos defensivos del
hospedero. El éxito en llevar adelante estos procesos les permitira establecerse y persistir en
el hospedero. Un ejemplo de esto es la inhibicion de la via apoptética celular, lo que le permite
al parasito sobrevivir en la célula infectada [41-44].

La apoptosis es el proceso natural de muerte celular programada, en la que estan involucrados
una gran cantidad de eventos fisiolégicos y patoldgicos. Las células se caracterizan por sufrir
una serie de cambios morfologicos. Entre ellos la fragmentacién nuclear, la condensaciéon de la
cromatina y la disminucién del tamano celular.

Se ha descrito que T. cruzi, al invadir células de mamiferos, se une a un receptor de Tirosin
quinasa (TrkA), activando el mecanismo de supervivencia dependiente de TrkA y facilitando
su adherencia, invasién y supervivencia [45]. Esta unién estd mediada por una trans-sialiadasa

que se encuentra en la superficie del parasito que es un factor neurotréfico llamado PDNF. Una
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vez localizada en el citosol de las células del hospedero, PDNF activaria la via de sefializacion
AKkt, lo que conllevaria a la inhibicién de la muerte celular por apoptosis [46]. En particular, las
trans-sialidasas de T. cruzi se unen a células endoteliales, lo que activa NF-kB y protege contra

la apoptosis [47].

2.4.2 Respuesta inflamatoria
Durante la respuesta inmune innata que se genera inmediatamente luego de la entrada de un

agente patogeno al organismo, se sintetizan diversas moléculas localmente, que son
transportadas al ganglio. Mediante receptores presentes en la membrana celular (como los
receptores tipo Toll) la célula es capaz de identificar la clase de patdgeno a la cual se esta
enfrentando y generar una respuesta especifica mediante la sintesis de citoquinas y
quimioquinas. Este conjunto de mediadores llevan al ganglio una informacién particular que es
“descifrada” por las células de la respuesta inmune adaptativa que desarrollaran mecanismos
efectores adecuados para eliminar el patégeno. Los linfocitos efectores generados en el ganglio
son volcados en la sangre a través de la linfa y son capaces de dirigirse al sitio de infecciéon y
unirse al endotelio mediante moléculas de adhesiéon y atravesarlo. De esta manera, los
componentes efectores de la inmunidad adaptativa se suman a los de la inmunidad innata para
eliminar el patégeno.

La infeccion por T. cruzi es capaz de generar una respuesta pro inflamatoria en el hospedero
que parece ser esencial para controlar al parasito. Esta respuesta pro inflamatoria es capaz de
generar una respuesta inmune adaptativa, del tipo T dependiente. Si bien los linfocitos T CD8*
predominan en la respuesta inflamatoria, también estan presentes linfocitos T CD4* y
macrofagos[23, 48, 49] que son capaces de dafar el propio tejido del paciente (por ejemplo, el
tejido muscular cardiaco).

Las quimioquinas tienen la capacidad de activar y dirigir la migracion de leucocitos
(quimiotaxis) y participan en diversos procesos fisioldgicos, en particular aquellos vinculados
a los inflamatorios e inmunitarios. Las quimioquinas y los receptores de quimioquinas son
capaces de regular la proliferacion de los linfocitos T [50] y la diferenciacion de Th1/Th2 [51].
Las quimioquinas son proteinas de bajo peso molecular (8-10 KDa) y se clasifican de acuerdo a

la posicidn relativa de los residuos de cisteina N-terminal. Si dos residuos de cisteina se
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encuentran juntos, se denominan quimioquinas -CC, si se encuentran separadas por un
aminoacido se denominan quimioquinas -CXC, mientras que si presentan una unica cisteina se
denominan quimioquina -C. También hay receptores para los distintos tipos de quimioquinas:
-CCR, -CXCR y -CR. Estos receptores estan relacionados con una super familia de proteinas de
7 dominios transmembrana [52]. Los niveles de expresiéon de quimioquinas y receptores de
quimioquinas estan relacionados con enfermedades infecciosas y autoinmunes. Mas aun, los
cardiomiocitos sintetizan grandes cantidades de quimioquinas cuando se enfrentan a una
invasion por este parasito [53]. Distintas investigaciones [54-59] han presentado evidencias
que sugieren que las quimioquinas y los receptores de quimioquinas pueden contribuir al dafio
del tejido cardiaco en la enfermedad de Chagas.

Algunas moléculas derivadas de T. cruzi (como las mucinas y el ADN) estimulan la sintesis de
citoquinas y quimioquinas por diferentes tipos celulares (como los macroéfagos) [54, 60, 61].
Algunas citoquinas sintetizadas durante una infeccion por T. cruzi (IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-1 y
TGF-B) son capaces de estimular o regular a macréfagos y cardiomiocitos en la sintesis de
quimioquinas [53, 62]. En particular, la quimioquina CCL2 potencia la habilidad de los
macroéfagos y cardiomiocitos para eliminar a T. cruzi. [53, 60]. Mas audn, in vitro se ha
observado que las quimioquinas son capaces de estimular a los cardiomiocitos y a los
macrofagos de forma autocrina, los que liberan NO y eliminan el parasito.

A su vez, las quimioquinas estimulan a los macrofagos para sintetizar la citoquina TNF-q, la
cual actua en conjunto con IFN-y para matar al parasito [60].

Las citoquinas son proteinas que también regulan la proliferaciéon de las células que las
producen y las de otros tipos celulares, asi como la diferenciacién, quimiotaxis, crecimiento,
entre otros. Son producidos fundamentalmente por leucocitos y macrofagos.

Frente a una respuesta contra T. cruzi se genera una respuesta tipo Thl, sintetizandose
diversas citoquinas como IFN-y, TNF-a, e IL-12, que controlan la replicacion e infeccion ([63,
64]. Al igual que lo que sucede con la sintesis de quimioquinas, cuando ingresa el parasito al
organismo, determinadas moléculas como mucinas y ADN estimulan su produccion. Los
macrofagos sintetizan TNF-a e IL-12 [65], este ultimo estimula las células Natural Killer (NK)
para la sintesis de IFN-y, que a su vez estimula positivamente la sintesis de IL-12. La

produccion de IFN-y es a su vez aumentada por los macréfagos quienes se encuentran
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estimulados positivamente por TNF-a y IL-13. Estas citoquinas generan una respuesta tipo 1
de linfocitos T CD4* y CD8* que producen IFN-3 (necesario para inducir y mantener una
respuesta en una infeccion aguda.

Una accién en conjunto de quimioquinas y citoquinas actia como mediadora entre la respuesta

inmune innata y adaptativa para controlar y eliminar al T. cruzi.

2.4.3 Reorganizacion del citoesqueleto
Como se mencion6 anteriormente la forma infectiva del parasito ingresa a las células del

hospedero, se une a la membrana e induce la formacién una vacuola parasitéfora.

Se ha demostrado que la entrada de T. cruzi involucra el reclutamiento y la fusiéon de lisosomas
del hospedero en el sitio de invasion [66].

Las células presentan una red de actina dispuesto de forma paralela a la membrana interna. La
de-polimerizacion de la actina es un proceso mediado por el calcio, y se cree que facilitaria la
entrada del parasito a la célula [66-68]. El rol de la polimerizacién de la actina dependeria del
tipo celular y del estadio del parasito [69].

También se ha observado que durante las primeras etapas de la invasion de células HeLa y
otros tipos celulares, se forman protrusiones celulares [70] o pseudépodos [71]. En un estudio
reciente realizado por Fernandes y colaboradores [72], se demostrd que estos tripomastigotas
que forman protrusiones desde la célula del hospedero y se encuentran asociados a filamentos
de actina. Los resultados indican que esta estructura derivaria del citoesqueleto cortical que se

encuentra deformado por la movilidad activa del parasito.

2.4.4 Receptores Tipo Toll
El reconocimiento inicial de la presencia de un agente patégeno es llevado adelante por

receptores tipo Toll (TLRs), una familia de receptores transmembrana Tipo I que presentan un
dominio Toll/IL1 intracelular que inicia la via de sefializacion, afectando la actividad de la
célula. El dominio N-terminal se encuentra en la regién extracelular y presenta repetidos ricos
en Leucina [73]. Este dominio es capaz de reconocer una amplia variedad de motivos

estructurales (patrones moleculares asociados al patdégeno o PAMPs) como lipidos,
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carbohidratos, acidos nucleicos y proteinas derivadas de virus, bacterias, hongos, protozoarios,
entre otros. Estos receptores también pueden ser activados por sefiales provenientes del
propio tejido end6geno dafiado (DAMPs).

Existen varios TLRs conocidos, que son expresados en humanos (TLR1-10) y cada uno es capaz
de reconocer distintos tipos de estructuras quimicas altamente conservadas en
microorganismos. Una vez que se unen los ligandos, el receptor se dimeriza (homodimero o
heterodimero) y recluta moléculas de sefializacion, que luego inducen distintas vias que
propagan la sefial y que promueven la transcripcion de genes de citoquinas pro-inflamatorias,
quimioquinas y moléculas coestimuladoras que vinculan la respuesta inmune innata con la
adaptativa [74]. Entre las moléculas adaptadoras involucradas en esta via de sefializacion se
encuentra: MyD88, Tirap, Trif y Tram. La via de senalizacion puede dividirse en dos:
dependiente de MyD88 y dependiente de Trif.

La via de sefalizacion dependiente de MyD88 es utilizada por todos los TLRs excepto TLR3.
Como efecto primario se encuentra la activacion de NFkB y una MAP quinasa (Mitogen-

Activated Protein kinase). Una vez que se une el ligando al TLR, se genera un cambio

conformacional que desencadena el reclutamiento de MyD88. Este recluta a diversas proteinas
y se genera una cascada de fosforilacion, activando la expresion de genes que producen
citoquinas pro-inflamatorias.

Por otro lado, la via de sefializacion dependiente de Trif es utilizada por TLR3 y TLR4 y son
desencadenadas por ARN de doble cadena y lipopolisacaridos respectivamente. La activacion
de TLR producen el interferon tipo I y NFkB (de la misma manera que lo genera la via
dependiente de MyD88).

La superficie celular del parasito T. cruzi contiene una amplia variedad de
glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), que presentan anclajes glicosilfosfatidilinositol (GPI) para
glicoproteinas o polisacaridos o GIPLs libres que contienen un core estructural idéntico a GPI
[75, 76]. Las secuencias de oligosacaridos y lipidos estructurales de la gran mayoria de GIPLs
purificados de distintas cepas de T. cruzi muestran una gran heterogeneidad en la composicion
de glicanos y lipidos de GIPLs. Esto se ha observado tanto en parasitos de distintas cepas como
dentro de la misma cepa [77-79]. Los anclajes GPI purificado de T. cruzi desencadenan una
respuesta dependiente de TLR2 [80], aumentando la expresion de citoquinas pro-inflamatorias
en tanto los GIPLs involucran una via de sefializacién dependiente de TLR4 [81].
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TLR2 forma heterodimeros con TLR1 o TLR6 y cada dimero presenta una especificidad por
ligandos diferente. Si bien esta via de sefializacién es muy importante, mediante un estudio
realizado en ratones que carecian de TLR2 se pudo comprobar que aun en ausencia de este
tipo de receptor, no se observaba ningin cambio en cuanto a la parasistemia y muerte de los
ratones [82]. Este resultado indicaria que ademas del TLR2, habria otro receptor implicado en
la activacién de la respuesta inmune innata. Sin embargo, ratones nulos de MyD88 son mas
susceptibles a la infeccion por T. cruzi [82]. A partir de esto, Oliveira y colaboradores
propusieron que la expresion de TLR4, seria necesaria para generar una respuesta in vivo
proinflamatoria y una activacién in vitro de NF-xB [81]. Recientemente se ha reportado que
TLR9 actda junto a TLR2 para controlar la replicacién del parasito, mas atn, que TLR9 cumple
un papel central en la induccién de la sintesis de IL-12/IFN-y dependiente de MyD88 durante
la infeccion de T. cruzi [83]. Por otro lado, ratones deficientes de TLR2 y TLR9 no mostraron la
mortalidad aguda observada en ratones deficientes de MyD88. Psoiblemente otro receptor de
esta familia podria estar involucrado. Los ratones que carecian tanto de MyD88 y de la
molécula adaptadora Trif (activada por TLR3 y TLR4) mostraron ser mas susceptibles que
aquellos que carecian solamente de MyD88. Estos ratones fueron incapaces de controlar la
parasistemia y murieron poco tiempo luego de la infeccién[84]. Los receptores TLR3 y TLR4
que activan la via dependiente de Trif seria indispensable para la producciéon de interferén tipo
L.

A su vez, otro estudio en ratones nulos de TLR3, revelé que no habia fundamentos para creer
que TLR3 promovia control en la parasistemia de T. cruzi o en la supervivencia del hospedero
[85](aunque quizas TLR3 actiia de manera cooperativa con otro receptor, como lo hacen TLR2
y TLR9). En este estudio también postulan a TLR7 como receptor clave en el reconocimiento
de ARN de este parasito

Por ultimo, en un estudio publicado por Chessler y colaboradores postularon que la
produccién de Interferén tipo I generada como respuesta a una infecciéon por T. cruzi, era
dispensable de los adaptadores MyD88 y Trif, asi como TLR4 y TLR3. Demostraron que este
parasito es capaz de generar una expresion de interferén 3 de manera independiente de TLRs
[86].

Estos resultados indicarian que el reconocimiento y entrada de este parasito en las células del

hospedero sucederia por mas de una via.

22



2.5 Microarreglos de expresion

Es una técnica que permite el estudio de la expresion de varios genes en un mismo ensayo. Se
desarroll6 a partir del dot blotting, una aplicaciéon del southern blotting [87]. Esta técnica
consiste en colocar pequefios fragmentos de ADN en una membrana de nitrocelulosa o nylon,
para luego hibridarlo con una sonda de ADN marcada radiactivamente. El resultado se
visualizaba mediante radiografia de rayos X.

Posteriormente se desarrollaron los macroarreglos con el fin de aumentar la cantidad de
diferentes sondas que podian utilizarse al mismo tiempo y a diferencia del dot blotting, las
sondas y no el blanco eran colocados en la membrana. Las sondas necesitaban estar espaciadas
por 50 -250 um una de otra, por lo que el desarrollo de los microarreglos permitio el
posicionamiento de una mayor cantidad de sondas marcadas en sustrato de vidrio o silicona
[88].

Los microarreglos han sido utilizados para estudiar perfiles de expresiéon génicas [89, 91],
polimorfismo de un Unico nucleétido [89], entre otros. Como ventaja podria sefialarse que es
posible estudiar la expresion de varios genes en un mismo ensayo y que es una técnica sencilla
en la que se obtiene resultados rapidamente.

Si bien es una técnica muy util, que permite minimizar el tiempo de trabajo al estudiar varias
partes del genoma a la vez, permite estudiar inicamente las variantes del gen que se encuentra
en el microarreglo y que se encuentran anotadas, lo que podria llevar a falsos resultados o ver
resultados de forma parcial. A su vez permite estudiar re-arreglos desbalanceados

(duplicaciones y deleciones) y no translocaciones balanceadas o inversiones.

2.6  Significance Analysis of Microarrays (SAM)
Es una técnica estadistica que permite identificar genes diferencialmente expresados mediante
la realizacion de t-test de genes especificos y calcular un valor estadistico d (i) para cada gen i.
El valor estadistico d(i) mide la fuerza de la relacién entre la expresion génica y una variable
de respuesta. [90]. Este tipo de andlisis utiliza estadisticas del tipo no paramétricas ya que los

datos pueden no seguir una distribucién normal. A cada gen se le asigna un valor de
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calificacion de acuerdo sus niveles de expresidn relativa a la desviacion estandar de medidas
repetidas para ese gen. Los genes cuyo valor de calificacion es mayor al umbral fijado por el
usuario, son considerados potencialmente significativos. El valor de FDR (False discovery rate)
corresponde al porcentaje de genes que han sido identificados como diferencialmente
significativos por mero azar, y para estimar este valor, se realizan permutaciones de las
medidas (lo que evita asunciones paramétricas sobre la distribucién de los datos).

Para considerar las fluctuaciones especificas de los genes, Tusher y colaboradores define una
estadistica basada en la relacién de cambio en la expresion génica con respecto a la desviacién

estandar para ese gen. La diferencia relativa d(i) en la expresion génica es:

() — xuli)

lI'Ii) T T 1A
' (i) + 5o Ecuacion 1

Donde xii) ¥ xug) se definen como los niveles de expresiéon promedio para el gen (i) en los

estados [ y U, s(j esla desviacion estandar de medidas repetidas de expresion:
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Ecuacidén 2

Los parametros Zm y Xn son sumatorias de las medidas de expresion en los estados [ y U
respectivamente: a=(1/n1+1/n2)/ (n1 + nz -2)

niynzson los nimeros de medidas en el estado [ y U respectivamente.

El valor de so es elegido como aquel que minimiza el coeficiente de variacion de la estadistica d
(i), y este es llamado “valor d observado”. Para determinar d (i), SAM estima el “valor d
esperado” si no hubiera diferencias entre los dos estados. Esto se realiza permutando o
cambiando azarosamente, el marcado de clases sin cambiar los datos y recalculando el valor de
SAM para cada juego de sonda. Luego de un largo nimero de permutaciones, el resultado
estima el valor que se obtendria si la diferencia en la expresion de los genes fuera al azar.

La diferencia de expresion génica observada puede ser estimada comparando los valores d
“observados” y “esperados”. El usuario puede definir un umbral basado en el Fold change (F.C.)
y el valor delta (que define un umbral para los valores falsos positivos) para seleccionar genes

para los que el “valor observado d” es mayor (significativamente positivos) o es menor
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(significativamente negativos) que el delta. Si el delta es mayor, el rigor de los resultados

aumenta y el valor de FDR se vuelve menor. Para cada valor de delta, el output de SAM consiste

en una lista de genes o sondas con un FDR asociado. El FDR se estima a partir de la distribuciéon

de los valores observados y esperados. No existe un criterio de recomendacidn para elegir un

valor de delta en SAM. El niimero de genes significativos elegidos por SAM depende de la

eleccién del delta y éste debe ser seleccionado manualmente.

Dentro de SAM que ofrece el programa MeV, existen distintos tipos de test:

>

Dos clases, no pareados: las muestras caen dentro de uno de los dos grupos (A o B) y los
sujetos son considerados diferentes entre cada grupo. Los genes son significativos positivos
si la expresion media en el grupo B es significativamente mayor que en el grupo A; y son
significativos negativos si la media de expresion en el grupo A excede significativamente el
grupo B.

Dos clases pareados: las muestras no solo son asignadas a dos grupos, sino que ademas son
pareadas uno a uno entre el grupo Ay B.

Multiples clases: el usuario especifica el nimero de grupos (>2) en los que se dividen las
muestras. Los genes son considerados significativos si en la combinacién de algunos,
presentan una expresion significativamente diferente.

Sensor de supervivencia: cada muestra se asocia a un tiempo y un estado.

Una clase: el usuario especifica un valor contra el cual la media de expresion de cada gen es
testeada. Un gen es considerado significativo si su ratio de expresion media log2 de todas
las muestras incluidas es significativamente diferente de la media especificada por el

usuario.
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RESULTADOS PRELIMINARES

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

En este proyecto se trabajo con datos de microarreglos de expresion, generados previamente
por la Mag. Maria Laura Chiribao, en el marco de su tesis doctoral, en un modelo de infeccién

de células HeLa, y analizados con el programa GeneSpring.

Esta tesis tiene como objetivo central evaluar la respuesta celular humana frente a la invasién
de Trypanosoma cruzi en células HeLa (como modelo de célula no fagocitica profesional), con
el programa Multiexperiment Viewer, con el fin de identificar genes y vias celulares que se

encuentran implicados en la entrada del parasito a la célula.

3.2 Objetivos especificos

» Utilizar el software libre Multiexperiment Viewer (MeV) para realizar el analisis estadistico
de los resultados obtenidos de la técnica de Microarreglos, evaluar su alcance y utilidad.

» Estudiar la ontologia de los genes diferencialmente expresados con respecto al control,
centrandonos en las vias de apoptosis, Respuesta inflamatoria, reorganizacién del
citoesqueleto y receptores tipo Toll.

» Validar los resultados de microarreglos mediante RT-PCR en tiempo real.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Infeccion de células HeLa.
Los experimentos de co-cultivos que se describen a continuaciéon fueron realizados en la

Unidad de Biologia Molecular por la Mag Maria Laura Chiribao. Las lineas celulares fueron

4 horas de incubacién Control (ctrl)

Células HeLa cepa Dm28cde T. cruzi

Lavado de los parasitos con PBS

T Ohs/1 T Ohs/2 T Ohs/3
0 horas de incubacién en
medio fresco >

T 3hs/1 T 3hs/2 T 3hs/3
3 horas de incubacién en
medio fresco

—>
T 6hs/1 T 6hs/2 T 6hs/3

6 horas de incubacién en

medio fresco S

Figura 2. Esquema de la estrategia experimental. En la figura se esquematiza el ensayo de infeccion realizado
utilizando la cepa DM28c de T.cruziy células HeLa (como modelo de células no fagociticas profesionales).

mantenidas en medio DMEM suplementado con un 10% de suero fetal bovino. Las células
seleccionadas como modelo de no fagociticas profesionales fueron las Hela, y la cepa de
Trypanosoma cruzi fue DM28c (tripomastigota sanguineo). Esta tltima es un clon obtenido in
vitro de la cepa DM28 y es capaz de atravesar por todos los estadios de vida mencionados

(estadios de vida del parasito in vivo).
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En este ensayo, se utilizaron placas de 6 wells y se disminuy6 la concentracion del suero al 2%,
de modo de disminuir la cantidad de proteinas interactuando y de enlentecer la velocidad de
crecimiento celular. Se incubaron células a un 70% de confluencia y los parasitos durante 4
horas, a 37 2C en atmdsfera huimeda, y 5% de CO,. Paralelamente, se incubaron las mismas
células en iguales condiciones pero sin parasitos, a modo de control. Transcurrido el tiempo de
infeccion las células fueron lavadas con PBS e incubadas durante 0, 3 y 6 horas en iguales
condiciones, pero en medio fresco. Se realizaron tres réplicas biolégicas de cada uno de los
tiempos, asi como del control (figura 2).

Las primeras 4 horas de incubacién serian necesarias para que los parasitos se aproximen a
las células HeLa. Los posteriores tiempos de incubacién fueron seleccionados para estudiar el
proceso de adhesion parasito-célula (Ohs), ingreso del parasito mediante la vacuola
parasitéfora (3hs) y salida del parasito al citoplasma celular (6hs). Las extracciones de ARN se
realizaron mediante el protocolo de Trizol Reagent de Invitrogen (USA), y la cantidad y calidad

de ARN mediante Nanodrop y Bioanalyzer (Agilent) respectivamente.

4.2 Técnica de Microarreglos.
La Unidad de Biologia Molecular cuenta con la plataforma de Agilent para realizar

microarreglos. Se trabajo con la técnica de micoarreglos de un color de acuerdo al protocolo
de Agilent Technologies (One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis, Low Input
Quick Amp Labeling de Agilent Technologies). Brevemente, se prepararon las distintas mezclas
a utilizar para el marcado del ARN con cianina 3 (Cy3) segtn indicaciones del fabricante, y se
procedié con el marcado, purificacion y amplificacion del ARN segun protocolo (figura 3).
Luego se prepararon las muestras para la hibridacidn, y posteriormente para el ensamblado e
hibridacién utilizando la sonda Whole Human Genome Microarray Kit 4X 44K (tabla 1) de
Agilent Technologies. Se incubaron a 652C durante 17 hs y se lavaron los microarreglos. Se
obtuvo el perfil especifico de la pagina de Agilent para el microarreglo: Human Genome Oligo
4X 44K

(https://www.genomics.agilent.com/GenericA.aspx?PageType=Custom&SubPageType=Custo

m&PagelD=2074). Se determinaron los parametros del escaneo (canal del colorante: verde;

region de escaneo: 61 x 21.6 mm; resolucidon de escaneo: 5 um; Tiff: 16 bits) y se evalu6 de la

calidad del ensayo. Las imagenes escaneadas se convirtieron en sefial de intensidad utilizando
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el programa de extraccion de datos que provee la plataforma Agilent Technologies (Feature

Extraction Software).

Propiedades Caracteristicas

Numero de G4112F

producto de Agilent

Identificacion de 014850

disefio

Formato 4 x 44K

Slides 4

Propiedades Target 19,596

biologicas Entrez Gene
RNAs

Réplicas de sondas 264 x10

biologicas

Controles positivos

10 x 32 E1A
spike- in control

probes

Tabla 1. Especificaciones del microarreglo utilizado

para el ensayo.
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Template Tozal or paly A* RNA with Spike-In

)

cONA synthesis®

¥

cANA synthesis and amplification”

!

cANA purification®

!

Preparadon of hybridization sample

!

17-hour hybridization (65°C)

¥

Wash

¥

Scan

¥

Feamure extraction

RNA
from
Sample B

5 AAAA 3' mANA

AffinityScript-RT
Oligo dT-Promoter Primer

: , st strand
: i § s

5 AAAA JAnti=sense 3 2nd strand
Promater cDNA
AffinityScript-RT

T7 BRNA Polymerase
Cy3-CTP, NTPs

3 @ C g-tuu—[F & cRNA
g AAAR Nii=5ense 3 2nd strand
Promoter cDNA

Furify cRMNA

3 C gotw—[T% & cAna

|antisensea)

7 ENA Polymarase

Olligo Microarrays

Figura 3. Esquema del protocolo de la técnica de microarreglos del manual de Agilent Technologies- One color Microarray-

Based gene expression Analysis.
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4.3 Identificacion de genes diferencialmente expresados.
Los perfiles de expresion de los experimentos a distinto tiempo se normalizaron en el paquete

Agi4x44PreProcess (Bioconductor), en el software R.

Utilizando este software, se evalud la calidad de los resultados del ensayo de Microarreglos
mediante un analisis de componentes principales. Esto permitié identificar patrones en un
conjunto de datos y presentarlos de manera tal que resaltaran sus diferencias y similitudes.
Posteriormente, se analizaron los datos utilizando el software libre MeV v4.8 (licencia artistica
2.0) mediante un test de dos clases no pareados de Significance Analysis of microarray (SAM).
En este test, las réplicas de un mismo tiempo caen dentro de uno de los dos grupos evaluados y
los tiempos comparados son diferentes entre ambos grupos. Se seleccionaron las tres réplicas
no infectadas (control) como grupo A (en los tres andlisis) y las tres réplicas de tiempo 0 horas
de infeccion como grupo B para el primer analisis; las tres réplicas de tiempo 3 horas como
grupo B para el segundo analisis; y las tres réplicas de tiempo 6 horas para el tercer analisis.
De acuerdo al manual del programa, el test considera que un gen se encuentran sobre-
expresado significativamente si la expresion media del grupo B es significativamente mayor a
la media de expresién del grupo A; mientras que un gen se encuentra sub-expresado
significativamente en caso inverso. Se manejaron los datos faltantes con el método “k-nearest
neighbour, en donde los “K” genes mas similares (usando distancias Euclideanas) al gen
faltante fueron utilizados para la entrada del valor faltante. En los tres casos se determin6 un
numero de permutaciones de 500, y se selecciond la opcidn de calculo del valor q (es el menor
valor de FDR para el cual un gen es asignado como significativo [91]). A partir de cada analisis
se obtuvo un grafico interactivo (basado en la permutacidon de los datos) de los valores-d
observados versus los esperados. En este grafico se determin6 un valor de delta tal que el valor
de FDR fuese menor a 0.001% (de cada mil genes determinados como significativos solamente
uno corresponderia a un falso significativo) y un umbral de fold change (F.C.) de 2,0.

Por ultimo se trabajo con las listas de genes diferencialmente expresados manualmente de

manera de obtener una lista de genes Unicos, sin duplicados ni genes no caracterizados.

Utilizando el software R (Bioconductor) se verificd que la lista de genes unicos obtenida

manualmente fuera correcta.
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4.4 Estudio de ontologia de genes diferencialmente expresados con
respecto al control.
Mediante la colaboracién de la Unidad de bioinformatica del Institut Pasteur de Montevideo se

realizé un analisis de ontologia de genes a partir de la lista obtenida. Se utiliz6 el software R

(Bioconductor) y la base de datos disponible en www.geneontology.org.

Se analiz6 cada condicion experimental de forma independiente (los genes significativos a las
Ohs, 3hs y 6hs de incubacién con el T. cruzi) y se fij6 un umbral de p-valor ajustado < 0,05.

Un andlisis de ontologia de genes en base a los procesos biolégicos brinda informacién sobre
los procesos bioldgicos en los que los genes se encuentran involucrados. Un proceso biologico
es una serie de eventos realizados por uno o mas conjuntos ordenados de funciones
moleculares. Este tipo de andlisis describe el comportamiento de los productos génicos en un
contexto celular.

Se realiz6 un andlisis de ontologia de genes resumido (Gene ontology Slim) que brinda una
vision general sin el detalle especifico de los términos; y un estudio mas detallado centrado en
la via de la respuesta inmune e inflamacién, apoptosis, receptores del tipo Toll y

reorganizacion del citoesqueleto.

4.5 Validacion de la técnica de microarreglos mediante RT-PCR en tiempo
real.
Se seleccionaron genes a partir de la lista obtenida para la validacién mediante qRT-PCR.
» Sintesis de ADN copia (ADNc)
Se extrajo el ARN y se sintetizo ADNc para posteriormente amplificar las secuencias de genes
de interés mediante qPCR. Se partié de 500 ng de ARN y se utiliz6 el kit de Invitrogen (USA)
SuperScript™ [II Reverse Transcriptase de acuerdo al protocolo del fabricante.
» Diseiio de cebadores
A partir de la base de datos del NCBI se obtuvieron las secuencias de los genes de interés y se
disefiaron los cebadores utilizando el programa Primer-Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se seleccionaron oligonucle6tidos en

posiciones cercanas a la region de interés y de secuencias conservadas. Para cada

oligonucleoétido el largo de la secuencia fue entre 19 y 22 nucle6tidos, con una composicién de
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bases G-C entre el 40 y 60% y una temperatura de melting (Tm) con una diferencia de hasta
59C entre pares de oligonucleétidos (tabla A1 del anexo). Al disefarlos se consider6 que cada
par de cebadores se encontrara en exones diferentes; esto permite la identificacién de
contaminaciéon de la muestra con ADN dado que el genoma eucariota se caracteriza por
presentar en su secuencia tanto exones como intrones. A diferencia del ARN mensajero que
sufre el proceso de empalme donde se eliminan los intrones. Por lo que si la muestra de ARN
presentaran contaminacién con ADN los fragmentos amplificados en la qPCR serian de mayor
longitud que los de ARN. También se consider6 que no se formaran bucles, ni dimeros de
cebadores.
» PCR en tiempo real

Los ensayos de qPCR se realizaron con KAPA™ SYBR FAST qPCR Kit Master Mix (2X) Universal,
de Kapabiosystems (USA). Como control endégeno se utiliz6 GAPDH [92, 93]. Se trabajé con
tres réplicas bioldgicas de cada una de las condiciones experimentales (0, 3 y 6 hs de
incubacion de células HeLa con T.cruzi) y por duplicado. Se utiliz6é una dilucién 1/5 del ADNc,
200 nM de cada cebador, 5 pL de mezcla KAPA™ SYBR FAST qPCR Kit Master Mix (2X)
Universal y agua libre de ARNasas para completar un volumen final de 10 pL. Se colocaron en
el equipo Rotor Gene 3000 (Corbett research) y se realizaron 40 ciclos: 15 segundos a 952C
(desnaturalizacion), 30 segundos a 57°C (annealing) y 30 segundos a 72°C (extensién). Se
estudiaron los graficos de cuantificacién y de fusion para evaluar su calidad. Se selecciond la
opcion de correccion de pendiente, se determiné un valor de treshold de 0,05 y se obtuvieron
los valores de Ct para cada gen y muestra. Se calcularon los valores de expresion relativa para

cada gen, tomando una eficiencia del 100%, de acuerdo a la ecuacion 3 [91, 94]:

Expresi(’)n relativa= [E (gen de interés) ACP gen de interés(control—muestra)/ E (ref) ACP ref(control—muestra)]

Siendo E (gen de interés) la eficiencia de la PCR en tiempo real del gen de interés; E (ref) la
eficiencia de la PCR en tiempo real del gen de referencia (GAPDH); ACPgen de inter¢s €S la
diferencia entre el Ct del control y el Ct de la muestra del gen de interés; el ACP refcorresponde

a la diferencia entre el Ct del control y el Ct de la muestra de referencia (GAPDH).
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5. RESULTADOS

5.1 Técnica de Microarreglos.
Se cuantificé el ARN luego de la purificaciéon del marcado con Cy3 y amplificacion utilizando el

equipo NanoDrop 1000 de Thermo Scientific. En la tabla 2 se presentan los valores de la
concentracion de Cy3, concentracion de ARN amplificado y Abs 260/280. A partir de estos
datos, se realiz6 el calculo de rendimiento y de la actividad especifica de cada reaccién segin

el protocolo proporcionado por Agilent Technologies.

Concentraciéon [Concentracion L ACtiVifléd
Muestra Fluoréforo | de Fluoréforo| ARN copia | Abs 260/280 rendimiento especifica
(pmol/uL) | (pmol/uL) (ue) (pmol Cy3/
pug de ARNc)
Control 1 Cy3 12,40 209,98 2,20 8,40 59,05
Control 2 Cy3 7,56 146,67 2,24 587 51,54
Control 3 Cy3 526 112,93 2,29 4,52 46,58
t Ohs/1 Cy3 10,73 201,16 2,23 8,04 53,34
t Ohs/2 Cy3 14,45 229,70 2,20 9,19 62,91
t Ohs/3 Cy3 14,31 223,36 2,24 893 64,07
t3hs/1 Cy3 15,07 221,95 2,22 8,88 67,90
t3hs/2 Cy3 15,13 225,11 2,17 9,00 67,21
t 3hs/3 Cy3 15,21 218,79 2,18 8,75 65,52
t 6hs/1 Cy3 11,47 187,08 2,21 7,48 61,33
t 6hs/2 Cy3 9,41 160,12 2,22 6,40 58,77
t 6hs/3 Cy3 13,17 207,63 2,20 8,30 63,43

Tabla 2. Valores de rendimiento y actividad especifica, calculados a partir de la concentracién de fluoréforo y Abs 260/280.

Los valores de rendimiento calculados fueron mayores a 1.65 (valor de rendimiento minimo
recomendado por el fabricante para los microarreglos utilizados) y los valores de actividad
especifica (pmol de Cy3 por pg de ARN copia) calculados fueron mayores a 6 (valor de
actividad especifica recomendada por el fabricante). Se prosigui6 con la hibridacion y lavados
de acuerdo al protocolo del fabricante. Luego del escaneo de los Microarreglos se obtuvo una

imagen similar a la figura 4.
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Figura 4. Imagen obtenida luego de realizar el

escaner de microarreglos de un solo color,
utilizando el canal verde.

5.2 Evaluacion de la calidad del microarreglo y de las réplicas bioldgicas

> Reporte de control de calidad de Agilent
Al observar los distintos datos que presenta el reporte, se concluye que la calidad del

microarreglo es adecuada para continuar con el analisis (seccién A2 del anexo).
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> Analisis de componentes principales

Es una técnica desarrollada por Pearson a finales del siglo XIX y es utilizada para reducir la
dimensionalidad o ndmero de variable de un conjunto de datos, con la menor pérdida de
informacién posible. Para estudiar las relaciones que se presentan entre p variables
correlacionadas, se puede transformar el conjunto original de variables en otro conjunto de
nuevas variables que no tengan dependencia lineal entre si (no correlacionadas), llamado
componentes principales. Estas nuevas variables son combinaciones lineales de las originales,
independientes entre si, y se construyen en base a un orden de importancia de acuerdo a la

variabilidad total que recogen de la muestra. Es decir, el primer componente contiene la

Principal Components Plot
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Figura 5. Grafico de analisis de componentes principales. A cada tiempo
se le asigné un color: rojo=control; verde=t0; celeste=t3; violeta=t6).

mayor varianza, el segundo componente explica menor varianza que el primero, y asi
sucesivamente.

A partir del analisis de componentes principales realizado sobre las intensidades de
fluorescencia emitida en cada réplica bioldgicas, se obtuvo un grafico de componentes
principales. Cada réplica se encuentra representada por un tinico punto y a cada tiempo se le

asignd un color diferente (figura 5).
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Al analizar el grafico de la figura 5 de forma global se observa que las réplicas
correspondientes al control se encuentran en el cuadrante izquierdo del componente principal
1, mientras que las restantes réplicas de los demas tiempos se distribuyen en el cuadrante
derecho. Esto indicaria un comportamiento diferente entre el control y los restantes tiempos.
A su vez, las réplicas de cada condicién se encuentran cercanas entre si y a cierta distancia de
las demds condiciones (figura 5). Cuanto mas proximo se encuentran los puntos entre si,
menor variabilidad presentan. Esto indicaria que las réplicas de una misma condicién
presentan menor variabilidad entre si que entre las distintas condiciones.

Al analizar las réplicas de cada condicién se observa que aquellas correspondientes al control
y al tiempo 6hs presentan menor variabilidad que el tiempo cero y tres. En el primer caso, las
réplicas se encuentran muy cercanas entre si, mientras que en el segundo se encuentran mas
alejadas (y a su vez, las réplicas del tiempo 3hs se encuentran mas alejadas que las de Ohs de
incubacion con el parasito). Dado que el control no ha sido incubado con el parasito, es de
esperar que las réplicas presenten menor variabilidad entre si. De acuerdo a la distribucién del
grafico (figura 5), la variabilidad entre las réplicas aumentaria al incubarse las células con el
parasito durante Ohs y 3hs, y luego disminuiria nuevamente. Cabe destacar que si bien las
réplicas del tiempo 6hs de incubacién y control presentarian menor variabilidad que las
restantes, estas no se distribuyen de igual forma en el grafico. Los tres puntos del control se
encuentran cercanas al eje 0 del componente 2, mientras que los tres puntos del tiempo 6hs se
encuentran cercanos al eje 0 del componente 1 (al igual que el tiempo Ohs y 3hs).

Mediante este analisis se concluye que la calidad de las réplicas bioldgicas de cada tiempo de

infeccion con el parasito es 6ptima y tiene sentido continuar el analisis.

5.3 Identificacion de los genes que presentan una expresion diferencial
significativa con respecto al control.
Se realizaron tres SAM (Ohs, 3hs, y 6hs) independientes entre si a partir de los cuales se obtuvo

una tabla delta (en la cual se verificé que el valor delta asignado al ensayo correspondiera con
un valor de FDR < 0.001), tablas de genes significativos y graficos de perfil de expresion

(Heatmaps).
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Antes de comenzar a trabajar con los resultados, se observd el diagrama de perfil de expresion
general y se modifico el rango de color para no visualizar saturacion. En la figura 6 se observa
parte del perfil de expresion obtenido, en color verde se representan los genes sub-expresados
y en rojo los genes sobre-expresados con respecto al control. En el lateral derecho se
encuentran los nombres de las sondas representadas (gene ID). Solamente se muestra una
imagen parcial del Heatmap que se obtiene en el MeV ya que el programa no permite guardar

imagenes en donde se encuentren todos los genes.

38



-2.0 0.0 Z.0
- o

S N I MY N N RN
L PN ¥ N3 3 B R}
IHd oo oo a o
HHEHMH G HEHHEHTADND AN
ERESuvvunndnnadn
A U HHHEHHEHHEH
000D0CO0O0DO0OO0OO0OOO
H HH R
P PP nnnnnnn
AR AUVUUUVUUUAASA
o O A A HHHUUVUL
VU uUpPpPHERHDNRN

Figura 6. Perfil de expresién parcial de los genes obtenido en el programa MeV. En rojo se muestran los genes sobre-
expresados y en verde los genes sub-expresados, con respecto al control. La imagen es una visualizacion parcial de los genes
diferencialmente expresados ya que el programa no permite obtener una imagen de todos los genes.

A través de estos analisis se obtuvo una lista con el nimero completo de sondas
diferencialmente expresadas con respecto al control. Dado que el MeV no permite unificar las
sondas correspondientes a un mismo gen, ni filtrar los resultados de los genes no conocidos, se
extrajeron los datos y se los depur6 manualmente en una planilla de Excel. De esta manera, se
genero una lista de genes Unicos y conocidos con un valor de F.C. mayor a 2,0 y un FDR< 0.001

con respecto al control.
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Para el tiempo Ohs, se obtuvieron 291 genes sobre-expresados y 27 genes sub-expresados con
respecto al control (figura 7). Para el tiempo 3hs, se obtuvieron 966 genes sobre-expresados y
84 sub-expresados con respecto al control (figura 7). Para el tiempo 6hs, se obtuvieron 2315
genes sobre-expresados y 26 genes sub-expresados con respecto al control (figura 7). En el
grafico de la figura 7 se observa que el nimero de genes sobre-expresados con respecto al
control aumenta, en tanto aumenta el tiempo de infeccién de las células con el parasito.
Mientras que el nimero de genes sub-expresados con respecto al control aumenta a las 3hs de

incubacion y luego disminuye nuevamente a un valor cercano al inicial.
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Figura 7. A) Representacion grafica en escala real del nimero de genes diferencialmente expresados con respecto al control,
en los distintos tiempos de incubacién de las células HeLa con T. cruzi. B) Representacion grafica de los mismos datos en

escala ajustada,
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Para los tres tiempos, se obtuvieron genes sobre-expresados, con un valor de F.C. mayor a 30
(tabla 3). En el tiempo Ohs, se encuentra la IL8 con el mayor valor de fold change (F.C. 319,98);
le siguen citoquinas pertenecientes a la familia de las quimioquinas con motivo C-X-C y C-C:
CCL20 (F.C. 81,66), CXCL3 (F.C.50,37), CXCL2 (F.C. 51,79); LOC 283174 (F.C. 44,20) un ARN no
codificante que no se encuentra completamente caracterizado; y finalmente CCL8 (F.C. 39,23),
citoquina perteneciente a la familia de quimioquinas con motivo C-C. Estos genes se
encuentran implicados en la respuesta inflamatoria y procesos del sistema inmune. Como se
mencion6 anteriormente, las citoquinas son pequefias moléculas de sefializaciéon celular
producidas por distintos tipos celulares (células nucleadas, en particular células del
endo/epitelio y macroéfagos residente), son quimioticticas para distintos tipos celulares
(leucocitos, natural Killer, linfocitos T, entre otros) que se encuentran implicados en la
respuesta inflamatoria.

Para el tiempo 3hs se observa nuevamente CCL20 (F.C. 88,98), IL8 (F.C. 66,22) y LOC283174
(F.C. 39,70); y por ultimo A1BG (F.C. 38,41), gen que codifica para una glicoproteina cuya
secuencia es similar a la region hiper-variable de algunas inmunoglobulinas.

Para el tiempo 6hs, nuevamente se repite LOC 283174 (F.C. 40,13) y A1BG (F.C. 30,21).

Cabe mencionar que los genes que codifican para las citoquinas mencionadas y LOC 283174 se
encuentran sobre-expresados con respecto al control en las tres condiciones experimentales
(tabla 3 y figura 8). La célula HeLa responderia a la presencia del parasito con una fuerte
produccion de citoquinas que actiian como intermediarias en el proceso de inflamacion.

Al analizar la figura 8 se observa que para la mayoria de estos genes (excepto CCL20) el valor
de fold change es mayor en el tiempo Ohs de incubacién, y luego disminuye a medida que
aumenta el tiempo de infeccion. Esto indicaria que al inicio de la infeccién se observa una
fuerte respuesta vinculada a los procesos inflamatorios que si bien disminuye a las siguientes

horas, se mantendria elevada; desencadenado una respuesta inmune contra el parasito.
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F.C. F.C.
Gen F.C.TO T3 6
IL8 319,98 | 66,22 | 16,20
CCL20 81,67 | 88,98 | 13,80
CXCL3 50,38 | 9,73 | 3,82
CXCL2 51,79 | 10,24 | 4,89
LOC283174 44,20 | 39,70 | 40,22

Tabla 3. Valores de F.C obtenidos mediante el test estadistico SAM para cada una de las condiciones experimentales. Se
detallan los valores de F.C. inicamente de los genes que presentaron valores superiores a 30 en el tiempo Ohs de incubacién

con el parasito.
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Figura 8. Representacion grafica de los valores de los valores de fold change en cada tiempo de infeccién con T. cruzi, de los
genes IL8, CCL20, CXCL3, CXCL2, LOC 83174, CCL8

Al analizar los genes sub-expresados con respecto al control no se observan genes con una
diferencia de fold change mayor a 5,43 con respecto al control, ni que se expresen
diferencialmente en las tres condiciones. A modo de lograr una representacion visual de este
resultado, se generaron clusters con los genes Unicos sub-expresados y se realiz6 un diagrama
de Venn en el software MeV (figura 9).

Se observan genes compartidos entre el tiempo Ohs y 3hs (ARID5B, PLCXD3, VAV3, CXXC4,
HEY1, ADRA2A); y 3hs y 6hs (PDE14, RAB3C, THC255650, METTL7A y PRKCB). A partir del

diagrama de Venn, se realizaron los perfiles de expresion (Heatmap) de los genes compartidos
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Figura 9. Diagrama de Venn de los genes tinicos sub-expresados con respecto al control para Ohs, 3hs y 6hs
de incubacién con T. cruzi.

(figura 10). En color rojo se representan los genes que no presentan una expresion diferencial
con respecto al control y en verde aquellos que si estdn diferencialmente expresados con
respecto al control. Las barras de distintos colores (azul, violeta, verde, rosado y fucsia)
laterales representan los clusters a los que pertenecen estos genes (tOhs, t3hs, t6hs, inclusién
tOhs y t3hs e inclusidn t3hs y téhs respectivamente). En la figura 10 A, se observa que los
genes se expresan diferencialmente con respecto al control unicamente en las muestras
correspondientes al tiempo Ohs y 3hs de incubacion con el parasito; mientras que en la figura
10 B, los genes se expresan diferencialmente con respecto al control, inicamente a las 3hs y

6hs de incubacién con el parasito.
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Figura 10. Perfil de expresién de los genes sub-expresados con respecto al control que son compartidos en mas de un tiempo.
A) Los genes representados son aquellos compartidos entre el tiempo Ohs y 6hs de incubacién con el parasito. B) Los genes
representados son aquellos compartidos entre el tiempo 3hs y 6hs de incubacidn con el parasito.

5.4 Estudio de ontologia de los genes diferencialmente expresados con
respecto al control.

Se realiz6 el andlisis de ontologia de genes de funciones moleculares en el software R
(Bioconductor), determinando como umbral un p-valor ajustado de 0,05. Se analizé cada
condicion experimental de forma independiente, es decir, los genes significativos a las Ohs, 3hs
y 6hs de incubacién con T. cruzi.

En primer lugar se realizé un anadlisis de ontologia de genes resumido (Gene ontology Slim). De
esta manera se obtuvo una idea general de los grandes procesos biologicos involucrados en el

tiempo Ohs, 3hs y 6hs de incubacion con T. cruzi.
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Para el tiempo Ohs, se obtuvieron siete grandes procesos bioldgicos con un p- valor ajustados
menor a 0,05. Estos corresponden (de menor a mayor p valor ajustado) a: procesos del
sistema inmune, a la respuesta al estrés, proliferacion celular, crecimiento, formacién de
estructura anatémica involucrada en la morfogénesis y transduccion de sefales.

Para el tiempo 3hs, se obtuvieron cuatro grandes procesos bioldgicos significativos. Estos
corresponden (de menor a mayor p valor ajustado) a: procesos del sistema inmune,
sefalizacidn célula-célula, formacion de estructura anatémica involucrada en la morfogénesis
y desarrollo de estructura anatémica.

Por ultimo, para el tiempo 6hs, se obtuvieron 8 grandes procesos bioldgicos significativos.
Estos corresponden (de menor a mayor p valor ajustado) a: procesos de adhesioén celular,
procesos del sistema inmune, sefializacion célula- célula, formacién de estructura anatémica
involucrada en la morfogénesis, locomocion, desarrollo de estructura anatémica, movilidad
celular y transduccion de sefales.

A partir de este analisis de ontologia resumido, se realizé un estudio mas detallado, centrado
en la via de la respuesta inmune e inflamacion, apoptosis, receptores del tipo Toll y

reorganizacion del citoesqueleto.

Apoptosis

Fue posible analizar Unicamente los genes diferencialmente expresados con respecto al
control presentes en el tiempo Ohs de incubacion con el parasito, ya que en las restantes
condiciones el p-valor ajustado fue mayor a 0,05.

Es frecuente que los microorganismo intracelulares utilicen la inhibicion de la via apoptotica
como mecanismo de supervivencia o diseminacion. Estudios previos han demostrado que la
via de la apoptosis se encuentra fuertemente inhibida en células infectadas por parasitos [41-
43]

En la tabla 4 se encuentran los genes vinculados a este proceso correspondientes al tiempo
Ohs de incubacion con T. cruzi. Se puede observar que hay genes implicados en la regulacion
positiva y negativa de la apoptosis, y que los genes con los valores de fold change mas elevados

(mayor a 10,00) actuarian inhibiendo la via.
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Apoptosis F.C. Regulacion Apoptosis F.C. Regulacion
27,37 - 3,03 -
23,55 - 3,02 +
17,75 - 3,00 +
16,43 - 2,95
10,12 - 2,78
9,14 + 2,77 +
8,72 -/+ 2,47 -J+
7,15 2,46 /+
6,57 2,45 /+
5,87 -/+ 2,45 -
5,77 -/+ 2,41 -/+
5,26 - 2,37 -/+
5,21 - 2,28 +
4,39 + 2,25 -
4,34 + 2,18 +
4,16 2,12
4,04 - 2,12
3,86 + 0,25 +/-
3,44 + 0,23 -
3,43 0,22 +
3,27 + 0,15 +
3,19 -

Tabla 4. Genes vinculados a la apoptosis. En rojo se resaltan los genes sobre -expresados y en verde los sub-expresados con
respecto al control. Los signos (-) y (+) indican la manera en que se encuentran regulando el proceso (inhibiendo o

estimulando respectivamente). Aquellos genes que no participan en la regulacion presentan este casillero vacio.

46



A continuacioén se analizaran los genes cuyo nivel de expresion con respecto al control fue
mayor a 10,00 y a su vez, los genes sub-expresados con respecto al control.

Como se observa en la tabla 4, IL6 y BIRC3 son los Unicos genes que presentaron un fold
change mayor a 20,00. IL6 es una citoquina multifuncional que se cree podria estar
involucrada en la inhibicién de la apoptosis en procesos de inflamacién. Esta citoquina seria
capaz de unirse a su receptor (IL6-R) y activar la JAK-quinasa, la via de sefializaciéon RAS y
PI3K (figura 11). Mediante distintas vias de activacidon, IL6 es capaz de estimular la
supervivencia, inhibiendo la apoptosis y estimulando la proliferacién celular.

BIRC3 es un gen que codifica una familia de proteinas IAP (Inhibitors of Apoptosis) que inhiben
la apoptosis mediante la unién de factores TRAF1 y TRAF2 asociados a TNF (Tumor Necrosis
Factor).

BIRC3 seria capaz de inhibir la caspasa 3, e inhibir la apoptosis [95]. Como se observa en la
figura 12, tanto TNF-a, IL1-B3, (genes que se encuentran sobre-expresados en nuestro ensayo,
tabla 4) son capaces de activar BIRC3, mediante TRAF %2 y NFkB (NFkB1 se encuentra sobre-

expresado en nuestro ensayo, tabla 4; y es la sub-unidad de unién al ADN de NFkB) inhibiendo

Foechach ntenissn

BOCH, AP, TIPS Pent, oMy
Cyhhnies mid Trarmertption * actars

Figura 11. Via de sefializacion de IL-6 que inhibe la apoptosis (http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=IL-

6 Pathway). IL6 se une a su receptor IL6-R y mediante la via JAK3 y RAS es capaz de inhibir el proceso de apoptosis y

estimular la proliferacién celular.


http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=IL-6_Pathway
http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=IL-6_Pathway

la caspasa 3 y finalmente inhibiendo la apoptosis.

Entre los genes que presentaron un F.C. mayor a 10,00 también se encuentra IL1-a (tabla 4).
En la figura 13 se observa que seria capaz de unirse a su receptor IL1a-R y, mediante la via
Myd88 (la cual se encuentra activada en este ensayo, ver mas adelante), activaciéon de IRAKs y
otros factores, se activaria NFKB y Elk-1. Como se mencion6 anteriormente NFkB estimularia
BIRC3 e inhibirfa la apoptosis (figura 12). Por lo que efectivamente IL1a inhibiria la via de
apoptosis en las células HeLa.

BCL2A1 es un gen que codifica la proteina Al perteneciente a la familia BCL. Las proteinas de
esta familia pueden presentarse como homo o hetero-dimeros y actuar como factores anti o
pro-apoptoticos. En particular Al, seria capaz de reducir la liberacién mitocondrial de
citocromo C e inhibir la activaciéon de caspasas. Este gen seria un blanco directo de NFkB en

TNFa L-1p

TNFR2 IL-1R

\ TRAF1/2

- - _—
(Cospase 3) @ ¢ Cytokines

Suppression
of Apoptosis

Figura 12. Via de sefializacion de TNF- o e IL1-B en donde se observa que activan BIRC3 e inhiben la apoptosis

respuesta a mediadores del proceso de inflamacién (como IL-1a y TNF) e inhibir la apoptosis

(figura 12y 14).
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Figura 13. Via de activacion de NFkB mediante IL1a. Como se mencioné anteriormente NFKB es capaz de activar
BIRC3 e inhibir la apoptosis.

Por ultimo SOD2 (super-6xido dismutasa) es una importante enzima que participa en la
proteccion contra especies reactivas del oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species). De acuerdo a
la figura 14, la tiorredoxina se une a NFkB1 y activa la transcripcion del factor anti-apoptético
BCL2, el cual inhibe la formacién del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial. Esto
se lleva a cabo mediante dos factores, BCL2 asociado a BAX, y SOD2.

En la tabla 4 se observa que hay solamente cuatro genes sub-expresados con respecto al
control. Entre ellos se encuentra VAV3, un miembro de la familia de genes VAV. Las proteinas
VAV son factores de intercambio de nucle6tidos de guanina (GEFs por su palabra en inglés
Guanine nucleotide Exchange Factors) para GTPasas de la familia Rho/Rac. La sub-expresion de
VAV3 induce la apoptosis mediante la inhibicién de la via PI3K/Akt y ERK, lo que lleva a la
inhibicién por fosforilacién de la via AR [96].

El gen TNS4 promoveria la apoptosis mediante la escisiéon de la caspasa 3. Dado que en este

ensayo se encuentra sub-expresado, estaria inhibiendo la via apoptotica.
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PROC o proteina C puede estar bajo la forma activa o inactiva. Cuando se encuentra activa
(APC) participa en diversos procesos como en los anti-inflamatorios, anti-apoptoéticos y
proteccion de la funcion de la barrera endotelial. Bajo estas condiciones, PROC se encuentra

sub-expresado con respecto al control, por lo que los niveles de APC serian muy bajos o nulos
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Figura 14. Via de inhibicién de la apoptosis mediante ESR1 y ESR2, receptores nucleares de estrégeno. Se observa

cémo SOD2 se encuentra involucrado en este proceso (http://pathwaymaps.com/maps/2737/)

(dependiendo del tipo de expresiéon de dicho gen). Este resultado indicaria que PROC no se
encuentra participando en la via de inhibicién de la apoptosis.

Por ultimo el gen NKX3-2 estaria involucrado en el proceso de inhibicién de la apoptosis, pero
dado que se encuentra sub-expresado con respecto al control, no estaria participando bajo

estas condiciones.

Procesos del sistema inmune e inflamacion

Es el tnico proceso que pudo ser analizado en las tres condiciones experimentales ya que su p-

valor ajustado fue menor al umbral establecido.
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Se obtuvo un total de 209 genes diferencialmente expresados vinculados a procesos del
sistema inmune e inflamacion. En la tabla 5 se detalla la lista de genes que se encuentran
diferencialmente expresados en los tres tiempos de incubacion. Se observa inicamente genes
sobre-expresados con respecto al control ya que no se encontraron genes sub-expresados
presentes en los tres tiempos de incubacion.

Esta respuesta inmune se caracteriza por una fuerte y variada producciéon de citoquinas y
quimioquinas. A su vez, estos genes presentaron los mayores niveles de sobre-expresion con
respecto al control en el andlisis SAM (como se discuti6 en el punto 5.4).
Este resultado concuerda con estudios realizados sobre la invasién de T. cruzi en células HeLa
y en células de cadiomiocitos (ambas como modelo de células no fagociticas profesionales)[97,
98].

Entre los genes presentes en la tabla 5 y con valores de fold change mayores a 10,00, se
encuentran varios que codifican para interleuquinas y citoquinas con motivos C-C y CXC. Como
se ha discutido previamente, son proteinas que actian como mediadores de la comunicacién
celular, regulan el crecimiento, diferenciacién y movilidad celular. Son muy importantes a la
hora de generar una respuesta inmune frente a un agente patégeno. Algunas de ellas (IL6,
IL1a, IL1B) también se encuentran involucradas en la inhibicion de la apoptosis.

Entre las interleuquinas se encuentra IL1 que activa los linfocitos T y B. También IL6 que es un
potente factor pro-inflamatorio en respuesta a la presencia de parasitos, en particular T. cruzi
[99]. La fuerte expresion de esta citoquina coincide con resultados publicados por Ponce y
colaboradores [100] en donde reportaron que la cruzipaina (proteasa secretada por T. cruzi)
desencadenaria la via de sefalizacion de TLR2 y subsecuente liberaciéon de IL-6 en
cardiomiocitos. La IL7 se encuentra asociada a procesos del sistema inmune y pro-
inflamatorios, es una citoquina clave en el desarrollo de los linfocitos T y B. La IL8 es una
quimioquina producida por distintos tipos celulares (en particular macréfagos y células del
endo/epitelio). Tiene un potente efecto quimiotactico sobre neutrofilos y linfocitos T, induce la
fagocitosis y promueve la angiogénesis. Se ha descrito que este gen se encuentra sobre-
expresado en células (no fagociticas profesionales) infectadas por T. cruzi [101] al igual que en
este estudio. Por ultimo, la IL11 es una citoquina con una potente accién anti-inflamatoria que
inhibe la produccién de citoquinas pro-inflamatorias [102, 103], podria tener un rol de

proteccion contra la infeccién del parasito. Estos resultados también coincide con el trabajo
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mencionado anteriormente, donde se describié que la IL6, IL8 e IL11 se encuentran sobre-

expresado en células HeLa incubadas durante 3 dias con T. cruzi [97].

Se encontraron citoquinas con motivo C-C y CXC con alto nivel de expresidon con respecto al

control (CCL20, CCL8, CCL5, CCL2, CXCL1, CXCL2 y CXCL3), también son moléculas pro-

inflamatorias que median los procesos de respuesta inmune.

Por ultimo, se observa en la tabla 5 genes asociados con la produccién de mediadores de la

inflamacion. Por ejemplo, PTGS2 y PTGES (no se muestra en las tablas de genes vinculados a la

respuesta inmune e inflamacién) que se encuentran vinculados a la producciéon de

prostaglandinas. La presencia de estos mediadores concuerda con resultados publicados por

Manque y colaboradores sobre infeccion de T. cruzi en cardiomiocitos [59].

 Respuesta 109 | FCT3 | FCTE
inmune/Inflamacién
IL8 319,98 66,22 16,20
CCL20 81,67 88,98 13,80
CXCL2 51,79 10,24 4,89
CXCL3 50,37 9,73 3,82
CCL8 39,23 22,66 3,02
IL6 27,37 6,91 2,60
CD96 24,90 22,14 3,21
BIRC3 23,55 7,13 2,82
CXCL1 19,87 18,88 7,58
IL1a 17,75 6,26 2,57
TNIP3 16,41 24,40 8,98
OLR1 16,17 25,13 15,03
PTX3 13,84 13,06 9,22
LMO2 11,56 | 12,31 4,62
RELB 10,98 9,29 4,96
SOD2 10,12 4,87 4,46
PTGS2 9,14 3,77 2,05
EREG 8,22 12,49 | 13,77
ZC3H12A 7,15 3,03 2,09
CSF3 6,92 4,65 2,55
CYP4F11 6,33 7,72 5,32
IER3 5,87 2,89 2,16

 Respuesta | o q0 | FeT3 | FCTE
inmune/Inflamacion

IL7 5,26 5,83 5,66
TACR1 4,99 7,99 8,28
RASD1 4,61 3,91 3,23
INHBA 3,86 4,70 3,11
LIF 3,80 2,90 3,12
BDKRB1 3,74 4,61 2,81
IL11 3,31 3,09 2,44
TNIP1 3,30 4,51 2,95
NFRKB 3,26 3,93 2,25
PLA2G7 3,03 12,42 3,04
TNFAIP6 3,02 2,41 2,25
MX1 3,00 3,26 3,97
CFB 2,99 2,46 2,44
RSAD2 2,98 3,70 2,08
LCN2 2,95 5,54 4,89
MT1G 2,76 3,96 2,88
HDAC4 2,67 2,59 2,24
PANX1 2,67 3,31 2,49
CCL5 2,45 2,47 2,58
THBS1 2,41 2,65 2,41
PTPRE 2,29 2,61 2,50
RIPK2 2,28 2,43 2,57
OAS3 2,12 2,05 2,04

Tabla 5. Genes diferencialmente expresados con respecto al control vinculados a la respuesta del sistema inmune e

inflamacién. Solamente se incluyen aquellos diferencialmente expresados con respecto al control en los tres tiempos de

incubacidn de las células HeLa con el parasito.
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De los 209 genes expresados diferencialmente, solamente 10 se encontraron sub-expresados
con respecto al control (tabla 6). Unicamente VAV3 y PRKCB, se encuentran diferencialmente
expresados en mas de un tiempo de infecciéon con el parasito (tabla 6 y diagrama de Venn
punto 5.4).

Como se mencioné anteriormente VAV3 participa en la regulaciéon de la apoptosis, pero
también pareceria tener un rol muy importante en la formacion de sinapsis fagociticas entre
neutréfilos apoptdticos y macroéfagos [104]. Dado que se encuentra sub-expresado con

respecto al control, no estaria estimulado este proceso.

inmuﬁ:;ﬁ:l;;::acién F.C.TO F.C.T3 F.C.T6
MEIS1 0,37 S/V S/V
VAV3 0,25 0,38 S/V
PROC 0,22 S/V S/V
NKX3-2 0,15 S/V S/V
EDN2 0,074 S/V S/V
CNR1 S/V 0,20 S/V
PRKCB S/V 0,25 0,35
TP53 S/V 0,35 S/V
C1RL S/V 0,32 S/V
ZC3HAV1 S/V S/V 031

Tabla 6. Genes diferencialmente expresados con respecto al control vinculados a la respuesta del sistema inmune e
inflamacidn. El color azul indica que los genes presentan una expresion diferencial significativa con respecto al control. S/V

(sin valor) significa que no se obtuvo valor de fold change correspondiente.

PRKCB es un gen que codifica para una enzima Protein quinasa-C, es una familia de proteinas
especificas de serina y treonina que estan involucradas en diversas vias de sefalizacion
celular. Esta proteina estaria involucrada en la activaciéon de linfocitos B, induccién de la
apoptosis, entre otros. Bajo estas condiciones el gen se encuentra sub-expresado con respecto
al control, por lo que el estaria inhibiendo la via de inflamacion y sistema inmune.

Se observa que para muchos genes sub-expresados con respecto al control no se obtuvo un

valor de fold change como resultado del SAM (S/V). Esto indica que los genes no se encuentran
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diferencialmente expresados bajo los parametros establecidos para el analisis estadistico

(FDR<0.001 y F.C. de 2,0).

Reorganizacion del citoesqueleto

Si bien uno de los objetivos de este trabajo es el andlisis de esta via, no es posible realizarlo ya
que el p-valor de la ontologia de genes fue mayor a 0,05 en las tres condiciones

experimentales.

Receptores tipo Toll

Con respecto al proceso de receptores tipo Toll (TLRs) unicamente fue posible analizar los
genes diferencialmente expresados con respecto al control presentes en el tiempo Ohs de
incubacion con el parasito, ya que en las restantes condiciones el p- valor ajustado fue mayor
al umbral establecido.

En la tabla 7 se detallan genes con su valor de fold change correspondiente y se observa que

todos se encuentran sobre-expresados con respecto al control.
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Via de
sefializacion
de F.C.
receptores
tipo Toll
NFKBIA 4,16
RIPK2 2,28
NFKB1 4,04
TNFAIP3 3,03
MAP2K3 2,68
NFKB2 4,01
BIRC3 23,55
BIRC2 3,19
TNIP1 3,30
DUSP6 3,02
TICAM1 2,12
RSAD2 2,98
TNIP3 16,41

Tabla 7. Genes vinculados a la via de sefializacién de los receptores tipo Toll (TLRs).

Mediante el analisis de ontologia de genes se encontraron genes diferencialmente expresados

vinculados Unicamente a la via TLR2, TLR4 (dependiente de MyD88) y TL3 (independiente de

MyD88).

Como se observa en la figura 15, la activaciéon de estas vias de TLRs conduce a una fuerte

producciéon de citoquinas pro-inflamatorias, que coincide con el andlisis realizado sobre

procesos vinculados al sistema inmune e inflamacion.
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Figura 15. Representacion de la via de receptores tipo Toll (www.wikipathways.org) para Homo Sapiens. En amarillo se

resaltan los genes diferencialmente expresados con respecto al control involucrados en esta via, obtenidos mediante el

andlisis de ontologia de genes. En celeste se resaltan las citoquinas pro-inflamatorias que se encuentran

diferencialmente expresadas con respecto al control, obtenidas mediante el anélisis de ontologia de genes.
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En la figura 15 se encuentran resaltados en amarillo aquellos genes que se obtuvieron

mediante el analisis de ontologia y que se observan también en el diagrama. El gen TICAM1 se

encuentra sobre-expresado con respecto al control y si se analiza el diagrama de la figura 15

se observa que la expresion de este gen se activa a través del receptor TLR3. También se

encuentran sobre expresados con respecto al control los genes NFKB1, NFKB2, NFKBIA y

MAP2K3. Al analizar el diagrama se observa que la expresion de estos genes puede darse a

través de varias vias, entre ellas TLR3, TLR2 y TLR4.
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5.5 Analisis de genes individuales mediante RT-PCR en tiempo real.
A partir de los resultados del test estadistico SAM se eligieron genes para validar el ensayo de

microarreglos mediante qRT-PCR. Todos los genes presentaron un g-valor de 0, por lo que la
seleccion de los mismos se basé unicamente en su fold change. Dado que este valor varia en
cada uno de los tiempos, se seleccionaron aquellas muestras que presentaron mayor valor fold
change para el gen a estudiar. De la lista de genes sobre-expresados con respecto al control se
seleccioné: IL-8, IL1a, CXCL2, BIRC3, IL-6 y NFKB1. De la lista de los genes sub-expresados
con respecto al control se seleccioné: CXXC4, PRR15 y PRKCB.

En la tabla 8 se presentan los valores de F.C. para los genes en los distintos tiempos de
incubaciéon con el parasito (Ohs, 3hs y 6hs) y se resaltan los tiempos seleccionados para la
validacion. Para estudiar la expresion de IL-8, IL-1a, BIRC3, CXCL2, NFKB1, IL-6, CXXC4,
PRR15 se trabajo con la muestra correspondiente al tiempo Ohs, mientras que para estudiar la

expresion de PRKCB se trabajo con la muestra correspondiente al tiempo 3hs.

Nombre | F.C. F.C. F.C.
del Gen | tOhs t3hs t 6hs
IL-8 319,98 66,22 16,20
IL-1a 17,75 6,26 2,57
BIRC3 23,55 7,13 2,81
CXCL2 51,79 10,24 4,88
NFKB1 4,04 2,20

IL-6 27,37 691 2,60
CXXC4 0,10 0,19 S/V
PRR15 0,23 S/V S/V
PRKCB S/V 0,33 0.39

Tabla 8. Tabla con valores de F.C. para cada gen en los tiempos 0, 3 y 6 horas. Se observan resaltados los tiempos seleccionados

para la validacién de la técnica de microarreglos mediante RT-PCR en tiempo real. S/V (sin valor) se utiliza para indicar que no se

obtuvo valor de fold change correspondiente.

En la tabla 8 se observa que para el tiempo 6hs de NFKB1 y de CXXC4, asi como para el tiempo
3y 6 hs de PRR15, y el tiempo Ohs de PRKCB, no se obtuvo un valor de F.C. que superara el

umbral impuesto para el analisis SAM (S/V). Como se discutié anteriormente, inicamente se
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puede afirmar que dichos genes no presentan una expresion diferencial significativa de
acuerdo a los parametros fijados para el analisis estadistico.

Se realiz6 una qRT-PCR en tiempo real con los cebadores disefiados (tabla A1 del anexo). Se
obtuvieron curvas de cuantificacién y fusiéon para cada gen de interés en las muestras
estudiadas y se determin6 que no se trabajaria con aquellas cuya curva de fusiéon no fuera
optima. A modo de ejemplo, la figura 16 muestra las curvas de fusién para el gen IL8, y se
observa que aquella correspondiente al control 3 se comporta diferente al resto, por lo que no
se considerd para el analisis.

Se trabajo cada réplica por duplicado, contandose con al menos una réplica de cada tiempo

para realizar el analisis.

Ctrl 3

Figura 16. Curvas de fusidn para los transcriptos de la IL8. La curva correspondiente a la muestra del control 3 se comporta

muy diferente a las demas. Por lo que se tomd la decision de no considerarla al realizar los célculos de Ct.

Se extrajeron los valores de Ct para el calculo de la expresion relativa de los genes de interés

de acuerdo a la ecuacién 3 (punto 4.7).

58



En los graficos de la figura 17 se observa la expresion relativa obtenida mediante qRT-PCR y
la expresion de los mismos genes obtenida mediante la técnica de microarreglos. Para los

genes sobre-expresados con respecto al control, la expresion relativa obtenida en la validacion
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Figura 17. Graficos que representan la expresion relativa obtenida para cada gen utilizando la técnica de microarreglos y
RT-PCR en tiempo real. 6A. Genes regulados positivamente seleccionados para la validacion. 6B. Genes regulados
negativamente seleccionados para la validacién

es: 173,9 para IL-8, 19,5 para IL-1qa, 13,1 para BIRC3, 70,8 para CXCLZ2, 9,2 para NFKB1, 20,2

para IL-6. Mientras que la expresion obtenida mediante la técnica de microarreglos es: 319,9
para IL-8, 17,7 para IL-1a, 23,5 para BIRC3, 54,3 para CXCL2, 4,0 para NKKB1 y 27.4 para IL-6.
En cuanto a los genes sub-expresados con respecto al control, la expresion relativa se presenta
como (-1/n) para mejorar la visulazacion. Mediante la validacion se obtuvieron los siguientes
valores: -2,0 para CXXC4, -1,5 para PRR15, y -2,0 para PRKCB. Mientras que la expresion
obtenida mediante la técnica de microarreglos es: -9,3 para CXXC4, -4,3 para PRR15 y-3,0 para
PRKCB.

Si bien existen diferencias entre los valores de expresion relativa obtenidos a través de ambas
técnicas, se observa una concordancia en los resultados. La IL8 presenta el mayor valor de
expresion relativa, mientras que NFKB1 el menor valor de expresion relativa, en ambas
técnicas (de los genes sobre-expresados con respecto al control). Este resultado también se

observa en los genes sub-expresados con respecto al control.
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6 DISCUSION Y CONCLUSIONES

6.1 Identificacion de los genes que presentan una expresion diferencial
significativa con respecto al control.

A partir del reporte de control de calidad de Agilent Technologies y del analisis de
componentes principales, se determiné que la calidad del ensayo de microarreglos fue
apropiada para continuar con los analisis posteriores.
Mediante el analisis estadistico significance analysis of microarray realizado en el programa
MeV, se obtuvo una lista de genes diferencialmente expresados con respecto al control para
cada tiempo evaluado, cuyos valores de F.C. y FDR superaron el umbral impuesto (>2.0 y
0.001% respectivamente). Esta lista de genes presentaron sondas duplicadas o genes que
carecian de una caracterizacion, por tanto, el nimero final de genes unicos con los que se
trabajo para estudiar su ontologia en el software R (Bioconductor) fue menor.
El programa MeV presenta toda la lista de genes significativos, utilizando Unicamente este
programa, no fue posible obtener una lista de genes Unicos y caracterizados. Es necesario
contar con otras herramientas para analizar los datos correctamente, de lo contrario se sobre-
estimaria el nimero de genes significativos con respecto al control.
Para el tiempo Ohs de incubacién de las células HeLa con el parasito, se obtuvieron 291 genes
sobre-expresados y 27 sub-expresados con respecto al control. Para el tiempo 3hs, se
obtuvieron 966 genes sobre-expresados y 84 sub-expresados con respecto al control. Y para el
tiempo 6hs, se obtuvieron 2315 genes sobre-expresados y 26 genes sub-expresados con
respecto al control. A medida que aumenta el tiempo de infeccion de las células con T. cruzi,
aumenta el nimero de genes sobre-expresados con respecto al control (figura 18). En cambio,
el nimero de genes sub-expresados con respecto al control es muy similar para el tiempo de
infeccion de Ohs y 6hs, mientras que el nimero de genes aumenta significativamente a las 3hs
(figura 12). En un trabajo presentado por Manque y colaboradores [59], en donde estudian la
infeccion de T. cruzi en cardiomiocitos entre 1-48 hs de incubacion obtienen resultados
comparables. Al igual que aqui, el nimero de genes sobre-expresados aumenta con el tiempo

de infeccion con el parasito. Lo que podria indicar que a medida que T. cruzi se adhiere a la
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célula (Ohs), ingresa (3hs), sale de la vacuola parasitofora (6hs) y comienza la lisis celular (24-

48hs), se estimula la expresion de genes involucrados en diversas vias.
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Figura 18. Grafico de lineas del numero de genes sobre y sub-expresados con respecto al control para los tres tiempos de
incubacion de las células HeLa con T. cruzi (Ohs, 3hs y 6hs). A medida que aumenta el tiempo de infeccién, aumenta el nimero
de genes sobre-expresados con respecto al control. El nimero de genes sub-expresados con respecto al control aumenta a las

3hs pero luego vuelve a disminuir.

Cabe destacar que los genes que presentaron mayor valor de fold change con respecto al
control en los tres tiempos de incubacién fueron aquellos vinculados a inmunidad e
inflamacion. Mas aun, en su mayoria el valor de fold change mas elevado se observé a las Ohs
de incubacién. Este resultado indicaria que al adherirse T. cruzi, 1a célula HeLa responde con
una fuerte expresion de citoquinas y quimoquinas pro-inflamatorias, y se mantiene durante
las siguientes horas estudiadas. Esto concuerda con trabajos publicados [59, 97] sobre la
infeccion de este parasito en células “no fagociticas profesionales” (cardiomiocitos y HeLa).
Por lo que de acuerdo a estos resultados, los niveles de expresién de genes vinculados a la
respuesta inmune e inflamacion se sobre-expresarian tanto al momento desde la adhesion del

parasito a la célula, como en la penetracion e inicio de la infeccion.
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6.2 Estudio de la ontologia de los genes diferencialmente expresados con
respecto al control.

Al realizar el analisis resumido de ontologia de genes se obtuvieron siete grandes procesos con
un p-valor ajustado menor a 0,05: procesos del sistema inmune, procesos involucrados a la
respuesta al estrés, proliferacion celular, crecimiento, formacién de estructura anatémica,
involucrados en la morfogénesis y transduccion de sefales. Estas respuestas son consistentes
con la presencia de un agente patégeno. En particular, el proceso con mayor peso estadistico
fue el involucrado en el sistema inmune, lo que coincide con la fuerte produccién de citoquinas
y quimoquinas pro-inflamatorias discutido anteriormente.
Como parte de nuestros objetivos, planteamos analizar el efecto de la infeccién de T. cruzi en
distintas vias de las células HeLa. En particular, la via de apoptosis, respuesta inflamatoria,
reorganizacion del citoesqueleto y receptores tipo Toll. El tinico proceso que no fue posible
discutir fue la reorganizacion del citoesqueleto, ya que su p-valor ajustado fue mayor a 0,05.
Por otro lado, el unico proceso que fue posible analizar para las tres condiciones
experimentales, fue la respuesta del sistema inmune e inflamacién dado que su p-valor
ajustado fue menor al umbral establecido. Por ultimo, se analizé los procesos relacionados a
los receptores Tipo Toll y apoptosis en el tiempo Ohs de incubacién con el parasito, ya que el p-
valor ajustado de las restantes condiciones fue mayor a 0.05.
De acuerdo a los resultados obtenidos mediante este analisis, se observa que la adhesion de T
.cruzi en células HeLa activaria la via de sefalizacion de TLRs, en particular los TLRZ, TLR3 y
TLR4, dependiente e independiente de MyD88.
La activacion de la via TLR3 estaria mediada por la sobre-expresion del gen TICAM1, lo que
estimularia la expresion de MAP2K3 y NFKB1. A su vez, de acuerdo al diagrama de la figura 10,
los genes NFKB1, NFKB2, NFKBIA y MAP2K3 podrian ser estimulados a través de distintas vias
de TLRs; pero de acuerdo al analisis de ontologia de genes las Unicas vias significativas serian
TLR2, TLR3 y TLR4. Por lo que se concluye que la expresion de estos genes estaria inicamente
vinculada a estos receptores.
La sobre expresion de los genes mencionados desencadena una fuerte produccion de

citoquinas pro-inflamatorias, en la figura 13 se observan resaltados en celeste IL8, IL6 y CCL5.
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Como se discuti6 anteriormente, los genes que presentaron un mayor nivel de expresion con
respecto al control en todas las condiciones codifican para citoquinas y quimoquinas. Por lo
que la presencia del parasito, generaria una fuerte respuesta inflamatoria y del sistema
inmune en células HelLa.

Tanto la activacion de estas vias como las distintas citoquinas producidas (IL11, IL8, IL6, IL7,
IL1A, IL1B) coincide con trabajos publicados anteriormente. De acuerdo a estos resultados,
podria decirse que la expresion diferencial de estos genes es muy importante para en la
respuesta de la célula y se mantendrian en niveles elevados a las siguientes horas de infecciéon
del parasito.

Con respecto al proceso de apoptosis, si bien se obtuvieron genes vinculados a la regulacién
pro y anti-apoptotica, aquellos que presentaron mayor nivel de expresion diferencial fueron
los relacionados a la inhibicion de la via. En particular cinco genes (IL6, BIRC3, IL1A, BCL2Aly
SOD2) presentaron un F.C. mayor a 10,00 lo que indicaria que bajo estas condiciones, se
encuentran fuertemente expresados.

Como se menciond anteriormente muchos parasitos utilizan la inhibicion de la apoptosis como
mecanismo de persistencia en la célula huésped. Dado que esta inhibicion se observa a las Ohs
de incubacién con T. cruzi, podemos deducir que su adhesion seria capaz de activar genes

implicados en este proceso.

6.3 Validacion del ensayo de microarreglos.
Mediante la realizacién de ensayos de RT-PCR en tiempo real se pudo calcular los valores de
expresion relativa de los genes seleccionados. Al comparar dichos valores con los obtenidos a
partir del analisis estadistico de los datos obtenidos mediante la técnica de microarreglos,
podemos afirmar que presentan un comportamiento similar desde el punto de vista del nivel
de expresion en ambos ensayos. La mayor diferencia entre el valor de expresion relativa
calculada a partir del ensayo de RT-PCR en tiempo real y la obtenida luego del andlisis
estadistico SAM de los resultados de los microarreglos se obtuvo para el gen CXXC4 (casi 5
veces), regulado negativamente con respecto al control. Mientras que para el resto de los
genes las diferencias entre ambos valores varia entre 1.10 y 2.87. Se observa una mayor

diferencia para los genes regulados negativamente que para aquellos regulados positivamente.
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Cabe destacar que en todos los casos concuerda la expresion relativa con respecto al control,

ya sea positiva como negativa de ambos ensayos.
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ANEXO

A1l. Cebadores disefiados para realizar RT-PCR en tiempo real.

Gen Secuencia 5°-3° Pb de producto Tm/Tm de IDT Exon junction
IL-8 Forward CACCGGAAGGAACCATCTCA 110 51.39/56.8 si
IL-8 Reverse TGGCAAAACTGCACCTTCACA 61.23/57.9

IL-1a Forward TCACGGCTGCTGCATTACAT 179 60.39/57.3 si
IL-1a Reverse GGGTATCTCAGGCATCTCCTTC 59.7/56.7

IL-6 Forward TTCGGTCCAGTTGCCTTCTC 193 59.97/57.2 si
IL-6 Reverse TACATGTCTCCTTTCTCAGGGC 59.50/56.3

BIRC 3 Forward GGCAGCAGGTTTACAAAGGAG 143 59.46/56.3 si
BIRC 3 Reverse ACCCATGCACAAAACTACCTC 58.49/55.3

NFKB1 Forward TGCACTTGGCCATCATCCAT 190 60.3 no
NFKB1 Reverse TCTCGGAGCTCAGGATCACA 60.3

CXCL2 Forward ACGGCAGGGAAATGTATGTGT 231 60.00/56.8 no
CXCL2 Reverse TCGAAACCTCTCTGCTCTAACA 58.85/55.4

CXXC4 Forward GCTCATCAACTGTGGCGTCT 120 60.67 si
CXXC4 Reverse GGTGTTCTCTCTAGTGAAGTGC 58.42

PRR15 Forward TTAAGCCCGAGCAGCACAG 222 60.38 si
PRR15 Reverse TCTGCTGTTGGTGAGCGATT 59.96

PRKCB Forward CAAAAGCTTGTGGGCGAAAT 227 59.21 si
PRKCB Reverse CACCACAATAGCCGTTGAGC 59.55
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A2. Reporte de Control de Calidad de Agilent Technologies
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