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Caracterizacion de un modelo celular disefiado para el tamizaje genético
mediante RNA de interferencia en el complejo macréfago — infectado por
Leishmania braziliensis

Palabras clave: Interferencia de ARN, Macréfagos, Leishmania braziliensis, Linea celular
U937

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades causadas por diferentes especies de
paréasitos del género Leishmania. En el desarrollo de la enfermedad el establecimiento de
la infeccidn es obligatorio y se da en parte, por la supervivencia y replicacion del parasito
en el macréfago. Por lo anterior es importante estudiar los mecanismos moleculares
implicados en la interaccidbn macréfago-Leishmania. La mayoria de los trabajos realizados
sobre el efecto de la infeccién de Leishmania en la expresion de genes del macréfago se
ha desarrollado con especies del subgénero Leishmania y en momentos iniciales de la
infeccion. El objetivo de este trabajo fue identificar en la etapa del establecimiento de la
infeccion, los genes y los procesos biolégicos del macréfago potencialmente importantes
en la interaccion macréfago - L. braziliensis y caracterizar un modelo celular que permita
la evaluacién funcional de los genes identificados. El perfil de expresiébn de genes
diferencialmente expresados entre macrofagos no infectados e infectados, se determino
por ensayos de microarreglos y los procesos bhioldgicos por andlisis de enriquecimiento
funcional.

Se evalué el modelo celular: macréfagos derivados de la linea celular U937, en términos
de su capacidad para ser modificado genéticamente, permitir el silenciamiento de genes
por RNA de interferencia (ShRNA) y permitir la identificacion de cambios fenotipicos de
infeccion, causados por dicho silenciamiento genético.

Para lo anterior se expreso y silencié el gen gfp y se silenciaron los genes Imna y gro-f. El
silenciamiento de los genes fue evaluado midiendo los niveles de expresion de la proteina
por western blot y el efecto del silenciamiento, evaluando el fenotipo de infeccion de los
macrofagos en términos de carga parasitaria y porcentaje de macréfagos infectados en
las lineas silenciadas y en las lineas control. El proceso de silenciamiento fue exitoso para
los tres genes estudiados obteniendo reduccién del 88.9% en los niveles de GFP, del
87,5% en los niveles de LMNA y del 74,4% para Gro-B. El modelo celular permitio
evidenciar cambios en la susceptibilidad de la infeccién de los macréfagos infectados por
L. braziliensis, como consecuencia del silenciamiento genético. Los ensayos de
microarreglos permitieron identificar 218 genes diferencialmente expresados entre
macréfagos no infectados e infectados con L. (V.) braziliensis, y con base en los ensayos
de enriquecimiento funcional se determind que la biosintesis de esteroles,
especificamente la del colesterol era el principal proceso asociado. Los genes asociados
a la biosintesis del colesterol estaban regulados negativamente. Este es el primer estudio
que reporta el perfil de expresion génica de macrofagos infectados por L. (V.) braziliensis
y el proceso bioldgico principalmente asociado durante el establecimiento de la infeccién.



Characterization of a cell model designed for genetic screening by RNA
interference in macrophage infected by Leishmania (Viannia) braziliensis

Key Words: Gene silencing, RNA interference, Leishmania braziliensis, Macrophages,
U937 cells

The leishmaniasis are a group of diseases caused by different species of parasites of the
genus Leishmania. In the development of the disease the establishment of infection is
mandatory and is given partially by the survival and replication of the parasite in the
macrophage. Therefore, it is important to study the molecular mechanisms involved in the
interaction of macrophage-Leishmania. Most of the work carried out on the effect of
Leishmania infection in macrophage gene expression has been developed with species of
the subgenus Leishmania and early moments of infection. The objective of this study was
to identify, in the time of the establishment of infection, the macrophage’s genes and
biological processes potentially important in the interaction macrophage - L. (V.)
braziliensis; and characterize a cellular model that allows the functional evaluation of the
genes identified. The expression profile of genes differentially expressed between
macrophages uninfected and infected was determined by microarrays assays and
biological processes by performance of functional enrichment analysis. The cellular model
was assessed in terms of in terms of its ability to be genetically modified, if it allows gene
silencing by RNA interference (shRNA) and if it allows the identification of phenotypic
changes of infection, caused by gene silencing.

In order to evaluate the parameters mentioned above, expression and silencing of gfp
gene was performed as well as silencing of Imna and gro-f genes. The silencing of these
genes was assessed by measuring the levels of protein expression by western blot and
the effect of silencing process was evaluated identifying the phenotype of infection of
macrophages in terms of parasite load and percentage of macrophages infected in
silenced lines and control lines. The silencing process was successful for the three genes
studied to obtaining reduction of 88.9% in levels of GFP, 87.5% in levels of LMNA and
74.4% to Gro-B. The cell model allowed identification of changes in the susceptibility of
infection of macrophages infected by L. (V.) braziliensis, as a result of the gene silencing.
The microarray assays helped identify 218 differentially expressed genes between
macrophages uninfected and infected with L. (V.) braziliensis. Functional enrichment
analysis determined that the biosynthesis of sterols, specifically the cholesterol, was the
main associated process. The genes associated with cholesterol biosynthesis were down-
regulated. This is the first study that reports the profile of gene expression in
macrophages infected with L. (V.) braziliensis and the main biological process associated
during the establishment of the infection.
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1. INTRODUCCION

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades que afectan 98 paises,
causadas por diferentes especies de parasitos del género Leishmania.
Dependiendo de la especie infectante y la respuesta inmune del hospedero se
pueden presentar diferentes formas clinicas: leishmaniasis cutanea, muco-cutanea
y visceral, con un amplio espectro de signos y sintomas que puede ir desde
estadios asintomaticos en algunos casos de la leishmaniasis cutanea hasta formas
gue comprometen la vida en casos de leishmaniasis visceral. Por décadas ha sido
un reto para los investigadores y clinicos entender la patogénesis de la
enfermedad con el fin de prevenirla y curarla.

El desarrollo de este conjunto de enfermedades es multifactorial y esta
determinado por la especie infectante, por el sistema inmune del hospedero y
depende de la supervivencia y replicacidon del parasito en el macréfago. La
supervivencia del parasito depende de su capacidad para contrarrestar los
mecanismos leishmanicidas del macrofago y modular la respuesta inmune. El
parasito ha desarrollado diferentes estrategias para lograr su replicacion, tales
como retardar la maduracién del fagosoma, inactivar las hidrolasas éacidas del
fagolisosoma [1, 2], alterar la presentacion de antigenos [3, 4], suprimir la
respuesta de las células Thl [5] y alterar vias metabdlicas del macréfago [6].

Aunque muchos estudios han evaluado la expresion de genes del macrofago y los
factores que influencian la patogénesis de la enfermedad, los resultados pueden
variar de acuerdo al momento de la infeccion y a la especie infectante. Un estudio
realizado por Peacock et al., en el 2007, compararon los genomas de L.
(Leishmania) major, L. (L) infantum y L. (V) braziliensis encontrando 200 genes
diferencialmente distribuidos entre las tres especies. El mayor nUmero de genes
especie-especificos corresponden a L. (V) braziliensis. Los genes diferencialmente
distribuidos entre las especies codifican para proteinas implicadas en la
interaccion parasito-hospedero y en la supervivencia del parasito en el macréfago
[7]. Lo anterior resalta la importancia de estudiar la interaccion del macréfago con
cada una de las especies de Leishmania.

Gran parte de los trabajos realizados sobre el efecto de la infeccion de Leishmania
en la expresidn de genes del macréfago se han realizado en especies del
subgénero Leishmania [8-11]. Esto contrasta con los escasos estudios realizados
con especies del subgénero Viannia. No se encontré ningun estudio que reporte la
expresion global de genes de macrofagos retados con L. (V) braziliensis. Por otra
parte, la mayoria de los estudios que han identificado el perfil de expresion de
macrofagos se han realizado en las etapas iniciales de la infeccion, entre las 0 y

14



24 horas [9, 10, 12-17]. Son pocos los trabajos realizados en estadios mas
avanzados de la infeccion [5, 8].

Los perfiles de expresion de macréfagos retados con diferentes especies de
Leishmania, en su mayoria muestran regulaciéon negativa generalizada [11, 18].
No obstante, en macrofagos infectados con L. (V.) panamensis la expresion de
genes fue regulada positivamente. En contraste, macrofagos infectados con L. (L.)
chagasi no presentaron diferencias entre los genes con regulacion positiva y los
genes con regulacion negativa.

Lo anterior muestra que puede haber variabilidad en los perfiles de expresion del
macréfago, dependiendo de la especie infectante y el momento en que se estudia
la interaccion parasito-hospedero. No es posible extrapolar los resultados de
estudios realizados con diferentes especies.

La patogénesis y respuesta inmune de las leishmaniasis ha sido prinicipalmente
estudiada en modelos animales que han incluido perros, hamster, primates no
humanos, ratones silvestres y principalmente los ratones BALB/c y C57BL/6
sensibles y resistentes a la enfermedad, respectivamente. La especie mas
estudiada ha sido L. major y la principal estrategia utilizada para identificar las
cascadas de transduccién de sefales, perfil de citocinas, sensibilidad y resistencia
a la enfermedad han sido los ratones knockout para el gen o genes de interés.
Para el estudio de la interaccion macrofago-Leishmania, maltiples trabajos se han
enfocado en la evaluacién funcional de los genes del macréfago durante la
infeccion del parasito. Este tipo de estudios se han realizado principalmente a nivel
de ratones knockout, sin embargo esta estrategia no permite la evaluacion a gran
escala y no siempre es posible obtener ratones knockout para genes vitales. Una
estrategia alternativa es el knockdown por RNA de interferencia en lineas
celulares infectadas por el parasito. Se han realizado pocos trabajos con esta
estrategia que permitan la evaluacion funcional de genes, comparado con los
realizados con modelos animales. Los genes estudiados han sido principalmente
los involucrados en las vias de sefializacidon activadas por los receptores tipo Toll.
De otra parte la mayoria de los estudios se han realizado con especies del viejo
mundo y en menor proporcién con especies del subgénero Viannia.

El objetivo de este trabajo fue ldentificar los genes y los procesos bioldgicos
potencialmente importantes en la interaccion macréfago - L. (V.) braziliensis y
caracterizar un modelo celular que permita la evaluacién funcional de los genes
identificados. En el estudio se identificaron 218 genes diferencialmente
expresados de los cuales el 71,6% presentaron regulaciéon negativa. Los analisis
de enriguecimiento funcional mostraron que la biosintesis de esteroles incluyendo
la del colesterol son los procesos biologicos mas relevantes asociados al perfil de
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expresion de los macréfagos infectados. De otra parte se caracterizé el modelo
celular, el cual permite ser modificado genéticamente e identificar diferentes
fenotipos de infeccion en consecuencia al silenciamiento de genes del macréfago.
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MARCO TEORICO
2.1. Leishmaniasis un problema de salud publica

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades causadas por un parasito protozoario
del género Leishmania, transmitida por la picadura de flebétomos y esta presente en 98
paises. Con base en el dltimo estudio realizado por la OMS sobre la epidemiologia de la
enfermedad entre 2008-2012, se estima que ocurren en el afio, aproximadamente entre
200.000 y 400.000 casos de leishmaniasis visceral y entre 700.000 y 1.2 millones casos
de leishmaniasis cutanea. Mas del 90% de los casos de leishmaniasis visceral se
concentran en seis paises: India, Bangladesh, Sudan, Sudan del sur, Etiopia y Brasil. La
leishmaniasis cutanea es mas ampliamente distribuida en tres regiones epidemiolégicas:
Las Américas, El oeste Mediterraneo, y Asia. Los diez paises con el mayor numero de
casos son: Afganistan, Algeria, Colombia, Brasil, Iran, Siria, Etiopia, Sudan del Norte,
Costa Rica y Pera. Se estima que se presentan entre 20.000 a 40.000 muertes al afio por
esta enfermedad [19].

En Las Américas la enfermedad esta presente en 18 paises y 3 de los 10 paises del
mundo donde se registra el 75% de los casos globales de leishmaniasis cutanea, son:
Brasil, Colombia y Perd. Un promedio de aproximadamente 60.000 casos de
leishmaniasis cutanea y de mucosa, y 4.000 de Leishmaniasis visceral se diagnostican
cada afio en las Américas, con una tasa de mortalidad del 7%. En las Américas se han
identificado 15 de las 22 especies de Leishmania que causan enfermedades en los seres
humanos, y 54 especies diferentes de vectores estan potencialmente implicadas en su
transmisién[20]. En Colombia las leishmaniasis constituyen un problema creciente en
salud publica, debido al cambio en el patrén epidemioldgico por la aparicibn de nuevos
focos, al proceso de domiciliacion y urbanizacion del ciclo de transmision, por el nimero
de casos existentes en el pais y la poblacién en riesgo de adquirir la enfermedad. Hasta la
semana 52 del afio 2013 se notificaron al sistema de informacién Sivigila, 9060 casos de
leishmaniasis, de los cuales, 8914 fueron de la forma cutanea que corresponden al 98,4
%, 136 casos de la forma mucosa, que corresponden al 1,5 % y 10 casos confirmados
para la forma visceral, que corresponden al 0.1 %. El comportamiento de los casos de L.
cutanea, respecto a afios anteriores es similar debido a que se tienen factores constantes
como la migracion, el conflicto armado, dindmica vectorial, entre otros que condicionan
esta enfermedad. Los pacientes en su mayoria son hombres, en edad productiva, cuyas
actividades son de tipo rural y los llevan a ingresar a zonas selvaticas, deforestadas e
intervenidas por la actividad humana. Hay una disminucién de casos notificados para las
formas cutdnea y mucosa en las 52 semanas epidemioldgicas del 2013, respecto al
mismo periodo del afio 2012, este comportamiento es atribuido a factores como: la falta
de oportunidad en el proceso de notificacion, la disminucién de la implementacion de
vigilancia rutinaria orientada a la vigilancia activa del evento, la falta de consulta e
inoportunidad de la misma a los servicios de salud por parte de los pacientes [21].
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2.2. Interaccién macréofago-Leishmania

Leishmania es un parasito intracelular obligado, que tiene un ciclo di genético que
transcurre entre el vector y el hospedero mamifero. Presenta dos estadios en su ciclo de
vida: el promastigote que se encuentra en el vector y el amastigote en los macrofagos del
hospedero mamifero. La forma extracelular reside y prolifera como promastigote prociclico
en el intestino del vector donde se diferencia a la forma infectiva del parasito conocida
como promastigote metaciclico. Cuando el parasito toma sangre del hospedero inocula
los promastigotes metaciclicos, de los cuales unos son eliminados y otros son fagocitados
por los neutréfilos y macréfagos. En el macrofago, los promastigotes se transforman en
amastigotes donde se replican y posteriormente invaden otros macrofagos. En
consecuencia el parasito tiene la capacidad de vivir en tres microambientes diferentes: El
tracto digestivo del insecto, en el compartimiento extracelular de los hospederos
mamiferos y en los fagolisosomas de los macréfagos. La hembra del vector, toma sangre
de los mamiferos lacerando los capilares superficiales de la dermis y creando un pozo de
sangre del cual se alimenta. El pozo se forma gracias a sustancias contenidas en la saliva
del insecto tales como hialuronidasa, maxadilan, adenosina y prostaglandinas que tienen
efecto vasodilatador. La picadura por el vector inicia una respuesta local inflamatoria con
el reclutamiento de neutréfilos, células NK, eosindfilos y mastocitos. La mayoria de los
promastigotes depositados en la dermis activan las vias clasicas y alternativas del
complemento y son opsonizados y destruidos por la lisis del mismo. Los promastigotes
gue logran sobrevivir son internalizados via fagocitosis mediada por receptores
expresados en la membrana del macrofago. [22, 23]

Interaccion inicial Leishmania-macrofago

El parasito y el macréfago pueden interactuar por diferentes receptores y ligandos, lo que
le permite al parasito tener varias vias redundantes para su ingreso al hospedero.
Dependiendo del ligando y el receptor se desencadenan diferentes respuestas en la
célula. Se ha propuesto que muchas interacciones son necesarias para la internalizacion,
asi como la cooperacion entre los distintos receptores como se describié para el CR1 y
CR3 [24, 25]

La unién Leishmania-macréfago varia de acuerdo al tipo de macréfago y a la especie
infectante dado que la composicion de las moléculas de superficie del parasito es propia
de éste [26]. En la interaccidn inicial los parasitos se pueden unir principalmente a cinco
receptores: el Receptor 1 del complemento (CR1), el Receptor 3 del complemento(CR3),
el Receptor de manosa (MNR), el Receptor de fibronectina (FNnRs) y Receptores tipo Toll
(TLR). Los promastigotes metaciclicos, que han sido opsonizados por la fraccion 3 del
complemento (C3b) y su forma inactiva (C3bi), se unen a CR1 y CR3 respectivamente.
CR1 coopera con el receptor CR3 al promover la inactivacion de la fraccion C3b quien a
su vez también es inactivada por la gp63 del parasito. Este tipo de interaccion es comun
entre todas las especies. El ingreso del parasito al macrofago por CR3 le da ventaja dado
que evita la produccién del estallido respiratorio por el hospedero permitiendo la
supervivencia de Leishmania en la vacuola parasitofora [24, 27, 28].
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El receptor de manosa es muy importante en la respuesta inmune innata a muchos
microorganismos, ya que hace parte del reconocimiento de patrones. Se ha demostrado
que el parasito puede ingresar al macrofago a través de este receptor [29], sin embargo
en estudios realizados con ratones knockout para MNR infectados con L. major y L.
donovani no mostraron diferencia frente a los ratones control en la resolucion de la
enfermedad, evidenciando produccion muy similar en IL 12 y la produccion del factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) en respuesta a la infeccion [30]. No hay estudios concluyentes
sobre la influencia de este receptor en las vias de sefializacion del macrofago.

Los receptores de fibronectina son integrinas del macr6fago que interactian con la
proteina gp63, aumentando la adhesion de los parasitos al macréfago cuando estos son
opsonizados por el complemento. Estas observaciones se hicieron en estudios realizados
en promastigotes de L. amazonensis especie con la que demostraron la interaccion de
este receptor con el parasito. Los receptores FnRs cooperan con los receptores del
complemento CR1 y CR3 para facilitar la internalizacién de promastigotes opsonizados
con C3bi [25, 31, 32].

Otros receptores que no disparan la fagocitosis pero si activan diferentes vias de
sefializacién en el macrofago para la produccion de una respuesta pro inflamatoria son los
receptores tipo Toll, quienes tienen la capacidad de reconocer patrones moleculares
asociados a patdgenos y ocupan un lugar importante dentro de la respuesta inmunitaria
innata a Leishmania. Los TLR asociados al reconocimiento del parasito son los TLR2,
TLR3y TLRA4, los cuales se unen al lipofosfoglicano (LPG) del parasito [33-36].

Fagocitosis y supervivencia del parasito

Después del reconocimiento del ligando por el receptor, inicia la internalizacion y la
fagocitosis. La biogénesis del fagosoma ocurre por la acumulaciéon de actina F que
permite que la membrana plasméatica rodee la particula y de origen a éste. Los
promastigotes inician su diferenciacion a amastigotes en un ambiente relativamente
favorable en el fagosoma que inicia su proceso de maduracion, con eventos de fusion con
endosomas tempranos y tardios, asi como con los lisosomas para finalmente dar origen a
la formacion del fagolisosoma, en el cual se encuentran hidrolasas acidas, moléculas
toxicas como el oxido nitrico (ON) y especies reactivas del oxigeno (ROS) que generan un
ambiente altamente microbicida.

Leishmania tiene la capacidad de retardar la maduracion del fagosoma con el fin de
finalizar la diferenciacion de promastigote a amastigote antes de la formaciéon del
fagolisosoma dado que el estado de amastigote es capaz de sobrevivir al ambiente hostil
del fagolisosoma. Varios autores atribuyen este retardo en la maduracion del fagosoma, a
la remodelacion de éste por una acumulacion de actina F y la exclusién de componentes
citosolicos de la NADPH oxidasa de la membrana del fagosoma [37]. El LPG del parasito
tiene la capacidad de inactivar la proteina kinasa Ca (PKCa), quien al fosforilar la proteina
sustrato miristilado de la quinasa C rica en alanina (MARCKS), induce la
despolimerizacion de la actina; accion indispensable para la fusion del fagosoma con los
endosomas [38, 39].
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Estudios realizados con L. donovani mostraron que el LPG también se integra en los
micro-dominios de la membrana del fagosoma que contienen el gangliésido GM1El y
causa la disociacion de la synaptotagmina V. Esta proteina es esencial en el
reclutamiento de la enzima proton ATPasa (V-ATPase), que hace parte del complejo que
lidera la acidificacion del fagolisosoma. De esta forma el parasito inhibe el proceso de
acidificacion de la vacuola parasitéfora[40].

Una vez desarrollado el amastigote, se enfrenta al ambiente hostil del fagolisosoma,
donde se encuentran hidrolasas acidas, moléculas téxicas como el NO y ROS. El
amastigote tiene la capacidad para sobrevivir y multiplicarse en el fagolisosoma gracias a
varias estrategias incluyendo la actividad proteolitica de la gp63, que aumenta su
actividad a pH acido y soporta la acciéon de las enzimas lisosomales, protegiendo al
parasito de la degradacion por estas enzimas [41]. De otra parte, proteinas tales como
peroxidoxinas (LcPxnl-2) y superdxido dismutasa inactivan las ROS y los derivados del
nitrito [1, 2].

Inmunidad adaptativa y modulacién de Leishmania de la vias de sefializacion

Leishmania tiene la capacidad de modular la respuesta inmune y las vias de sefializacién
del macréfago para lograr su supervivencia en la célula hospedera. A continuacion se
abordan algunas de las vias que son moduladas por el parasito.

Los macréfagos son células muy importantes en la respuesta inmunitaria adaptativa frente
a los patégenos infecciosos, dado que presentan antigenos y secretan citocinas que
modulan los linfocitos T. La produccién de linfocitos T ayudadores (Thl) es indispensable
para resolver la infeccion por Leishmania spp. ya que estos producen interferén gamma
(IFN-y), la citocina mas potente para activar los macréfagos y es esencial para inducir la
eliminacion de los amastigotes [42].Las especies de Leishmania han desarrollado varios
mecanismos para suprimir la respuesta de células Thl y la producciéon de IFN-y [5]. En
estas condiciones las células infectadas no son capaces de realizar una expresion
adecuada del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (CMH) sobre su
superficie, ni de las moléculas co-estimuladoras [3, 4].De otra parte el parasito inhibe la
produccién de la IL-12, la cual es esencial para iniciar la respuesta Thl [43]. Los
mecanismos por los cuales el parasito produce esta inhibicion ain no son bien conocidos;
sin embargo, las diferentes especies de Leishmania modulan a su favor varias cascadas
de sefalizacién involucradas en la induccion de la produccién de la IL12, tales como la via
JAK/STAT y las vias en que interviene la proteina quinasa C. Por lo anterior, la capacidad
de los macrofagos infectados de interactuar con los linfocitos T disminuye y se afecta la
activacion de la respuesta inmunitaria adaptativa.

En mudltiples estudios se ha demostrado que las especies de Leishmania alteran diversas
vias de sefializacion del macré6fago como medio para sobrevivir y propagarse en el
hospedero. El parasito es capaz de activar los reguladores negativos propios del
macrofago para inactivar las vias de sefializacién que conducirian a su eliminacion [44].
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El INF-y es la citocina mas importante para inducir la activacién de los macrofagos. Una
vez que el interferdbn se une a su receptor de citocinas en el macréfago, se produce un
cambio en la conformacion del receptor, que estimula la formacion de un receptor
dimérico funcional, lo cual conduce a la fosforilacibn de las quinasas JAK1l y JAK2
presentes en el receptor. Las JAK1 y JAK2 fosforilan otros residuos de tirosina del
receptor, los residuos de tirosina fosforilados son reconocidos por los dominios homélogos
a Src 2 (SH2) de los factores de transcripcidon transductores de sefales y activadores de
transcripcion uno (STAT1). Los dominios SH2 unidos a los receptores permiten que los
STATL1 sean fosforilados y formen dimeros. Los dimeros STAT1 se liberan del receptor,
migran hacia el nucleo y se unen a promotores del ADN, que activan la transcripcion de
los genes que expresan proteinas requeridas para la activacion de los macréfagos, como
la oxidasa fagocitica y la sintasa inducible del éxido nitrico (iNOS). Esta via es necesaria
para que el macrofago destruya el parésito.

La via de sefializacion descrita es regulada negativamente por la fosfatasa de tirosina
SHP1, que tiene un dominio catalitico fosfatasa y dos dominios SH2. En estado inactivo,
un dominio SH2 se fija e inactiva el dominio catalitico en la SHP1; sin embargo, en el
estado estimulado, este dominio SH2 se fija a un residuo fosfo-tirosina en el receptor
activado. ElI cambio de conformacion que acomparfia esta fijacion desenmascara el sitio
catalitico SHP1 y, también, lo atrae al residuo de fosfo-tirosina en el labio de activacion de
JAK asociada al receptor. Mediante la eliminacion de este fosfato, SHP1 inactiva la JAK
de modo que no puede fosforilar mas al receptor o a otros sustratos [45-47]. En algunos
estudios se ha demostrado que en el macrofago infectado por Leishmania spp., la
inhibicion de la cascada de fosforilacion después de que el IFN-y se ha unido a su
receptor se debe a la activacién de fosfatasas de tirosina del huésped [48, 49]. En otro
estudio se demostr6 que la actividad de la fosfatasa de tirosina del macréfago es activada
rapidamente dentro de los primeros cinco minutos de exposicion del macréfago a L.
donovani, lo que se correlaciona con una rapida defosforilacion de las proteinas Tyk2,
JAK1 y JAK2. Esta interaccion podria explicar en parte la incapacidad del INF-y para
desencadenar la via de sefalizacién [50].

Otra de la vias de sefializacion moduladas por el parasito es la via MAP quinasa en la
cual ERK1/2 intervienen en la producciéon de NO. La modulacién de esta via por el
parasito se ha demostrado en varios estudios. El primer trabajo se llevé a cabo con L.
amazonensis, en el cual se demostrd alteracién en la fosforilacion de la MAP quinasa
durante la activacion de los macrofagos infectados por el parasito [51]. En un segundo
estudio con amastigotes de L. donovani, se observé la inhibicion de los factores de
transcripcion Elk-1 y c-fos debido a la inactivacion de MAP quinasa. En estos dos
estudios, los autores sugirieron que las proteinas tirosinas fosfatasas (PTP) eran las
responsables de la defosforilacion de ERK1/2 MAP quinasa. Posteriormente, se comprobo
que la SHP-1 inducida por el parasito es necesaria para el proceso de defosforilacién de
ERK1/2 [50].

Diferentes factores de transcripcion también son blancos del parasito y es asi como los
factores STAT y el factor nuclear kB (NF-kB), los cuales estan relacionados con la
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transcripcibn de genes que responden a los interferones y a otras citocinas son
modulados por Leishmania. En ratones knock-out para STAT1 infectados con L. major, se
observé mayor propension a la infeccién, y reduccién de la produccién de IL-12, IFN-y y
NOI[52]. En otros estudios se demostré que la fosforilacién de STAT1a y la unién del factor
de transcripcion al ADN se encontraban muy reducidas en macréfagos infectados con L.
donovani[53-55]. Uno de los hallazgos importantes en estos trabajos fue evidenciar que la
inhibiciébn no era consecuencia de un aumento de la expresion de SHP-1, sino de una
rapida degradacion de STAT1a por el proteosoma [56].

El factor NF-kB, es importante para la expresién de los genes involucrados en varias
funciones del macrofago, que van desde la supresion de la apoptosis hasta la produccion
de citocinas. Los promastigotes y los amastigotes pueden emplear diferentes mecanismos
para regular a NF-kB, con el fin de inhibir la expresion de genes como el de iINOS, el de
interleucina IL12 e inducir la expresion de IL10 [57, 58]. En un estudio en que se
infectaron macréfagos con L. mexicana, los autores evidenciaron que el parasito causa
una rapida degradacién de p65 (RelA) gracias a la accién de una proteasa de cisteina. En
este mismo trabajo, se observd que, ademas, se producia la degradacién del inhibidor
IkBa, lo cual parece contradictorio para la inactivacion de la via pero, en este caso parece
ser parte de la accion de la proteasa de cisteina que causa la destruccion total de la via.
Este mecanismo de inactivacion parece ser especifico de los amastigotes, dado que los
promastigotes no expresan esta proteasa [58].

De otra parte las diferentes especies de Leishmania pueden inducir la produccién o la
secrecion de moléculas inmunosupresoras, como metabolitos del &cido araquidénico y
citocinas: factor de crecimiento transformador 8 (TGF-f3) e IL10. El TGF-B es inducido por
muchas especies de Leishmania lo que se ha demostrado en estudios in vitro e in vivo, y
su aumento se correlaciona con retardo en la expresién de INOS y reduccién de la
actividad de las células NK [59, 60].Estos resultados concuerdan con el postulado de que
el TGF-B inhibe la actividad microbicida de los macrofagos. Gantt, et al.,, en el 2003,
demostraron que L. chagasi induce produccion de TGF-B en macrofagos humanos
infectados y esto trae como consecuencia inhibicién de la respuesta inmune.

Andlisis de expresidon genética de macrofagos infectados

Aungue muchos estudios han examinado la expresion de genes del macrofago infectados
por Leishmania spp. y los factores que influencian la patogénesis de la enfermedad, estos
estudios varian de acuerdo a la especie infectante y al momento de la infeccion. Un
estudio realizado por Peacock et al., en el 2007, compardé los genomas de L. (Leishmania)
major, L. (L) infantum y L. (V) braziliensis encontrando 200 genes diferencialmente
distribuidos entre las tres especies. El mayor nimero de genes especie-especificos
corresponden a L. (V) braziliensis. Los genes diferencialmente distribuidos entre las
especies codifican para proteinas implicadas en la interaccion parasito-hospedero y en la
supervivencia del parasito en el macréfago [7]. Lo anterior resalta la importancia de
estudiar la interaccion del macréfago con cada una de las especies de Leishmania.

Gran parte de los trabajos realizados sobre el efecto de la infeccion de Leishmania en la
expresion de genes del macrofago se han realizado en especies del subgénero
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Leishmania [8-11]. Esto contrasta con los escasos estudios realizados con especies del
subgénero Viannia. No se encontrd ningln estudio que reporte la expresién global de
genes de macréfagos retados con L. (V) braziliensis. Por otra parte, la mayoria de los
estudios que han identificado el perfil de expresion de macréfagos se han realizado en las
etapas iniciales de la infeccion, entre las 0 y 24 horas [9, 10, 12-17]. Son pocos los
trabajos realizados en estadios mas avanzados de la infeccion [5, 8J.

2.3. Evaluacién funcional de genes en leishmaniasis

Con el fin de acercarse al conocimiento del estado del arte de los trabajos realizados para
la validacién funcional de genes del macrofago infectados por diferentes especies de
Leishmania se hizo una revision de la literatura en ingles en la base de datos de Pubmed,
utilizando las siguientes palabras clave: Leishmania, macrofago, recombinacion
homologa, Knockout, Knockdown siRNA, shRNA, mutacion quimica y transgénesis. El
periodo de tiempo considerado fue entre los afios 1994 y 2014. En la busqueda se
encontraron 381 articulos y en el andlisis de estos se tuvo en cuenta, el gen estudiado, la
especie infectante, el modelo celular y la estrategia utilizada para la evaluacién funcional.

En total, se reporta evaluacién funcional para 190 genes, en su mayoria asociados a la
respuesta inmune en la infeccion. Dentro de los genes mas estudiados se encuentran IL-
4, IFNy, IL-12p40, IL-10, IL-4R-alpha y TLR2 representando en conjunto el 22 % de los
trabajos revisados. En el resto de los trabajos se reportan 144 genes los cuales solo han
tenido un estudio de evaluacién funcional. Los estudios in vivo se han centrado en
estudios sistémicos de la enfermedad en ratones knockout, especialmente en las cepas
BALB/c y C57BL/6.

De los estudios con RNA de interferencia que correspondieron al 11% de los trabajos
revisados, el 40 % usaron shRNA y el 60 % siRNA. Entre los estudios con shRNA el 63 %
de los trabajos fueron realizados en modelos in vivo utilizando ratones BALB/c y el 19%
usaron la linea celular THP1.

Se encontraron pocos trabajos en los cuales se ha utilizado la estrategia de silenciamiento
por shRNA, entre estos estan el realizado por Srivastav y colaboradores en el 2012
quienes utilizaron vectores lentivirales que portaban un constructo para la expresion de
shRNAs dirigidos contra el mRNA del gen A20, que codifica para una enzima de
deubiquitinacion. Los autores encontraron que al silenciar el gen se reducia la infeccién
por L. donovani en ratones BALB/c [61]. Este mismo grupo de investigadores en el 2014,
utilizaron la misma estrategia de silenciamiento con shRNA dirigido contra la proteina
TRAF3 en ratones infectados con L. donovani y encontraron una reduccion en la infeccion
posterior al silenciamiento[62]. Otro gen silenciado por shRNA en el contexto macréfago-
Leishmania major ha sido mkp-1.Los investigadores reportaron que el silenciamiento del
gen en ratones BALB/c resulta en reduccion de la infeccion[63].

En el caso de los siRNA en el 46 % de los reportes se utilizé la linea celular RAW 264.7,
mientras que en el 17% de los estudios se utilizaron macréfagos derivados de monocitos
murinos. Las células J774 fueron usadas en el 12.5 % de los estudios y el porcentaje
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restante se distribuye en células Jurkat, P388D1 y macrofagos derivados de monocitos
humanos. Solo un estudio se llevé a cabo en la linea celular U937, modelo utilizado en
este estudio. El silenciamiento de genes del macrofago mediante los siRNA ha sugerido la
importancia funcional de los receptores tipo Toll [61, 64], receptores de quimiocinas [65] y
proteinas SNARE [66] entre otros.

Otra variable analizada en los articulos revisados fue la especie de Leishmania incluida en
los estudios. L. major ha sido la mas estudiada (60%) seguida por L. donovani (22 %). En
la literatura también se reportan trabajos con las especies L. mexicana, L. amazonensis,
L. chagasi, L. panamensis, y L. tropica, sin embargo el nimero de reportes es muy
reducido en comparacion con las especies ya mencionadas. L. braziliensis, especie objeto
de estudio en este trabajo, se ha utilizado en el 4% de los reportes principalmente en
estudios de evaluacion por KO. Los genes evaluados durante la infeccidn con esta
especie incluyen: gp91, IFNy, IL-12, IL17, INOS, myd88, prfl, ragl, rag2, stat4, tlr2, tir4,
tnf, sin embargo se podria suponer que es un nimero reducido al compararlo con la
extensa informaciébn que se tiene sobre genes diferencialmente expresados entre
macroéfagos infectados y no infectados por otras especies del parasito. En un meta-
analisis donde se analizaron 5 estudios de microarreglos realizados para evaluar la
expresion diferencial de genes de macréfagos infectados y no infectados por diferentes
especies de Leishmania (Leishmania. mexicana, Leishmania. major, Leishmania.
donovani, Leishmania. chagasi y Leishmania. amazonensis), se encontraron 468 genes
expresados diferencialmente en los estudios incluidos[11]. Lo anterior demuestra que
existe una gran cantidad de genes que podrian ser importantes en la interaccion
macroéfago-Leishmania. Hacer esta evaluacion por knockout en ratones implicaria un alto
costo. Por lo anterior se resalta la importancia de evaluar el uso de un modelo celular in
vitro para la evaluacién funcional de genes del macro6fago infectado por L. braziliensis,
una de la especies circulantes en Colombia y agenta causal de leishmaniasis cutanea y
mucocutanea.
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3. Pregunta de investigacion
Tomando en cuenta:

- La importancia del estudio de la interaccibn macréfago-Leishmania para el
conocimiento de la patogénesis de la enfermedad.

- El conocimiento existente sobre la capacidad del parasito para modular la respuesta
del macrofago y la del macrofago de permitir la supervivencia del parasito.

- La dindmica de la expresion de genes del macrofago dependiendo de la especie
infectante y la probabilidad de cambios acorde con el tiempo de la infeccion.

- Los escasos estudios del patron de expresion de genes en momentos avanzados de
la infeccion de macréfagos por L. (V). braziliensis.

Se planted la siguiente pregunta de investigacion:

Una vez se ha establecido la infeccidon, ¢Cuales genes del macréfago son
importantes en la interaccién macro6fago — Leishmania (V.) braziliensis?

4, Objetivos
4.1. Objetivo general
Identificar los genes y los procesos biologicos potencialmente importantes en la
interaccion macrofago - L. (V.) braziliensis y caracterizar un modelo celular que
permita la evaluacién funcional de los genes identificados.
4.2. Objetivos especificos
Determinar el perfil global de expresién de genes de macréfagos derivados de la linea
celular U937 asociado a la infeccion por Leishmania Viannia braziliensis e identificar

los procesos biolégicos asociados a los genes diferencialmente expresados

Caracterizar el modelo celular U937 para la identificacion de fenotipos inducidos por
RNA de interferencia en macroéfagos infectados por Leishmania (V.) braziliensis.

5. Estrategias para el cumplimiento de los objetivos

1. Caracterizacion de un modelo celular para la identificacién de fenotipos inducidos
por el silenciamiento genético mediado por RNAde interferencia en macréfagos
infectados por Leishmania.

e Expresién y silenciamiento de un gen exdgeno

e Expresion y silenciamiento de un gen endégeno

e Expresion de un gen diferencialmente expresado entre macrofagos no infectados
e infectados por L. (V.) braziliensis

2. ldentificacion de los genes potencialmente importantes en la interaccion
macroéfago-Leishmania (V.) braziliensis
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Andlisis de expresion diferencial de genes de macréfagos no infectados e
infectados por Leishmania (V.) braziliensis
Andlisis de enriquecimiento funcional de los genes diferencialmente expresados

6. Materiales y métodos

6.1. Procedimientos generales

Cultivos celulares

Células U937. La linea celular U937 (American Type Culture Collection -CRL-
1593.2), se cultivd a una concentracion inicial de 1X10° células por mL en un
volumen final de 5 mL de medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich R410),
complementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y se incubaron a 37°C y 5%
de CO,.

Células HEK-293FT. Las células HEK-293FT (Invitrogen R700-07) se cultivaron
en medio Dulbecco's Maodified Eagle Medium (DMEM) Gibco® complementado con
6 mM de L-Glutamina, 1 mM de Piruvato de Sodio, 0,1 mM MEM - aminoé&cidos no
esenciales (Gibco® - 11400350),FBS al 10% y 500 ug/mL de Geneticina®. Las
células fueron incubadas a 37°C y5% de CO..

Promastigotes de Leishmania braziliensis. Se utilizé la cepa de referencia
(MHOM/BR/00/M2903), cultivada durante seis dias hasta alcanzar la fase
estacionaria, con una concentracion inicial de 1x10° parasitos por mL, en medio
Schneider (Sigma-Aldrich S9895) complementado con 10% de FBS a 26 °C.

Determinacion del momento de replicacién de amastigotes- establecimiento
de lainfeccion

Se indujo la diferenciaciéon de macréfagos derivados de células U937 incubando
1,2 x 105 células durante 120 horas con PMA en medio RPMI-1640
complementado con 10% de FBS a 37 °C en una atmosfera al 5% de CO2 sobre
una matriz de vidrio en una placa de 24 pozos. Los macréfagos fueron infectados
con promastigotes opsonizados de L. (V) braziliensis en proporcién 15:1 respecto
a los macréfagos y se calcul6 el porcentaje de infeccién y la carga parasitaria cada
24 horas mediante tincibn de Giemsa y observacién por microscopio Optico. El
experimento fue realizado por triplicado y en cada tiempo se evaluaban 3 réplicas
técnicas.

Evaluacioén del fenotipo de infeccion

Infeccibn in vitro de macréfagos con promastigotes de L. braziliensis. Se

opsonizaron 4x10° parasitos por mL durante 1 hora a 34 ‘C con suero humano AB
inactivado y se centrifugaron a 900 g por 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y
el precipitado se disolvio en PBS pH 7.4 y precalentado a 37°C. La suspensién de
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promastigotes opsonizados se centrifugd de nuevo con las mismas condiciones
mencionadas, se descartd el sobrenadante y se disolvié el precipitado en medio
RPMI complementado con 10% de FBS.

A las placas conteniendo los macrofagos derivados de la linea celular U937 se les
retir6 el medio y se les adicion6 una suspension de 15 promastigotes de L.
braziliensis por macréfago. Los macrofagos infectados se incubaron durante dos
horas a 34 °C y posteriormente se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 para remover
los parasitos no adheridos. Finalmente, se agregé medio RPMI complementado con
10% de FBS y se incub6 a 34 °C y 5% de CO, por 72 horas.

e Tincion fluorescente. Transcurrido el tiempo de incubacion de los macréfagos
infectados, se retiré el medio RPMI y fueron lavados con PBS pH 7.4 y precalentado
a 37°C. Posteriormente, fueron fijados con 2% de paraformaldehido durante 25
minutos a 37 °C. Las trazas de paraformaldehido se inactivaron con 50 mM de cloruro
de amonio durante 5 minutos a temperatura ambiente y seguido se permeabilizaron
las células con 0,2% de saponina durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las
células se incubaron durante 1h en camara himeda a 37 °C, con 10 mM del
marcador de lipidos Vybrant® DIiD cell-labeling solution (Invitrogen V-22887) para
marcar las membranas celulares y con 1,25 pg/mL del marcador de DNA Hoechst
33258 (Molecular Probes® H3569) para tincion de nudcleos. Los macréfagos se
observaron en el microscopio de fluorescencia LeicaDMI3000B a una magnificacion
de 1000X. Se adquirieron imagenes en cada uno de los filtros, segun el espectro de
emisioén de cada fluorocromo, empleando el programa LAS core.

¢ Adguisicion _de imagenes de macréfagos infectados. Para cada linea celular
evaluada se tomaron fotografias para cada uno de los fluorocromos utilizados (DiD,
Hoechst), empleando el programa LAS core, acoplado al microscopio de
fluorescencia Leica DMI3000B con las siguientes condiciones:

Fluorocromo Fi_Itro para Rango d_e _tiempo de Ganancia Saturaciéon Gamma
visualizar exposicion (ms)
DiD N2.1 290 ms — 350 ms 3,5X 2 0,87
Hoechst A 58 ms — 124 ms 3,5X 2 0,87

Tabla 1. Condiciones de adquisicion de fotografias para cada fluorocromo.

e Estandarizacion del protocolo para evaluar pruebas funcionales a partir de
imagenes de macroéfagos infectados

Inicialmente, se calcul6 el tamafio de muestra requerido para evaluar carga
parasitaria y porcentaje de infeccion, aplicando la prueba de cambio de Frison y
Pocock con medidas repetidas. Se us6 el programa STATA 13°, insertando los
valores promedio de carga parasitaria, porcentaje de infeccion y desviacién estandar
de poblaciones de macrofagos infectados de ensayos previos. El tamafio de muestra
determinado fue de 125 amastigotes y 125 macréfagos entre infectados y no
infectados.
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En una muestra de 125 macréfagos y 125 amastigotes y con ayuda del programa
CellProfiler® se realizo la identificacion manual de la intensidad de sefial de los
nucleos de los macréfagos y de la medicion conjunta de los nucleos y cinetoplastos
de los amastigotes. Adicionalmente, se determiné el tamafio en pixeles de los nucleos
de los macrofagos y de los ndcleos y cinetoplastos de los amastigotes. Las anteriores
mediciones se realizaron con el fin de establecer los valores minimos y maximos de
los parametros morfométricos mencionados.

Los rangos obtenidos de intensidad de sefial y de tamafio (tabla 2) se utilizaron para
configurar el protocolo del programa CellProfiler® (http://www.cellprofiler.orqg) (figura
1). Fue parte de la estandarizacion ajustar el programa hasta lograr 100% de
concordancia entre los objetos observados por el investigador y los detectados por el
programa.
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Desviacion Rangos configurados en
Variable Media . CellProfiler®
estandar - -
Min Max.
Diametro de los macréfagos (Pixeles) 299,2 7.8 100 400
Dlgmetro de nucleos y cinetoplastos 103 153 73 159
(Pixeles)
Intensidad de. sefial de los macréfagos 0,35 0,08 0.1 1
(Escala de gris)
Ir_1ten3|dad de sefal de los nucleos y 0,096 0,012 0,052 1
cinetoplastos (Escala de gris)

Tabla 2: Rangos empleados en la configuracion de CellProfiler® para identificar los objetos de interés (macr6fagos y amastigotes)

e loadimages

Colorto gray (red)

Color to gray (blue)

Identify primary objects

Enhance and suppress features

Maskimages

Identify primary objects

Relate objects

Display Data on Image

e Exportdata to Spread Sheet

— U

=
(@)

Figural. Configuracion del programa CellProfiler®, pasos para el andlisis de las imagenes.

e Procesamiento de imagenes con CellProfiler®

La secuencia de pasos obtenida de la configuracion del programa CellProfiler® para
el conteo de carga parasitaria y porcentaje de infeccién de macréfagos infectados con
L. braziliensis se muestra en la figura 1. Con el médulo Load images (paso 1) se
cargaron las imagenes y con la aplicacién color to gray se transformaron a escala de
grises las fotografias adquiridas a color (pasos 2 y 3) para medir la intensidad de la
sefial emitida por los fluorocromos y asi identificar los objetos de interés: membranas
de los macro6fagos y cinetoplastos y nicleos de los amastigotes.

Con el médulo identify primary objects (pasos 4 y 7), se identificaron los macréfagos a
partir de las fotografias de marcacion de membranas con DiD y los amastigotes en
las fotografias obtenidas de la marcacion de nucleos con Hoechst, observando tanto
los nacleos como los cinetoplastos. La identificacion se obtuvo introduciendo los
valores minimos y maximos de la intensidad de sefial (escala de gris) y del tamafio de
los objetos de interés (diametro en pixeles) obtenidos de la medicién de una muestra
representativa de células.
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Para facilitar la identificacibn de los amastigotes en las fotografias se empled el
modulo de enhance and suppress features (paso 5) configurado para aumentar el
contraste de los objetos con un area aproximada de 20 pixeles. Como resultado se
sustrajo el ruido de fondo y otros objetos que no eran de interés en la imagen y se
resaltaron los nucleos y cinetoplastos para observarlos con mayor definicion.

Con el objeto de garantizar que los amastigotes se encontraban dentro del area de
proyeccion bidimensional que ocupa la célula y de descartar otros artefactos que se
hallen por fuera, se generé una mascara (paso 6) que permite superponer la imagen
de la marcacion de membranas con DiD sobre la imagen de la marcacion de ndcleos
con Hoechst. Aplicada la méascara, se llevé a cabo la identificacion de los nucleos y
cinetoplastos de la misma manera como se hizo la cuantificacion de los macrofagos,
mediante el modulo de identify primary objects que en este caso es el paso 7.Se
seleccionaron los ndcleos y cinetoplastos para realizar el conteo de amastigotes.

Una vez determinados los objetos de interés, se relacionaron los amastigotes con la
célula hospedera empleando el modulo de relate objects (paso 8). Este médulo
identific6 cada uno de los objetos pequefios (nucleo + cinetoplasto de los
amastigotes) que pertenecen a cada objeto grande (macréfago), permitiendo inferir
cudles células son las infectadas y cuales no.

Finalmente, el médulo Display Data on Image (paso 9) cuantifica el nimero de
amastigotes (definido por nucleo + cinetoplasto) por célula y el niumero total de
macrofagos. Estos datos son exportados a una base de datos de Excel mediante el
modulo Export to spread sheet (paso 10).

e Evaluacion de la carga parasitaria y porcentaje de infeccion con Cell Profiler

Con el protocolo descrito en la figura 1 se analizaron las imagenes adquiridas para
cada una de las lineas celulares y teniendo en cuenta el nimero de objetos
identificados que report6 el CellProfiler®, se calcul6 la carga parasitaria de la muestra
de macrofagos infectados con L. braziliensis, definiendo ésta como el nimero de
parasitos por macréfago muestreado. El porcentaje de infeccién se calculé con base
en el numero de macrofagos infectados por cada 100 macréfagos muestreados.

6.2. Caracterizacion del modelo celular: macréfagos derivados de la linea
celular U937

Determinacion del efecto de la expresion y silenciamiento de un gen exégeno
en el fenotipo de infeccion de células U937 infectadas por L. braziliensis.

6.2.1. Expresion de un gen exdgeno

e Produccion de vectores lentivirales codificando para el gen gfp. Para la produccion
de lentivirus se utilizaron los constructos: pMD2.G (VSVQ), p-Delta-8.74 (cordialmente
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cedidos por el Doctor David Ann [67]) y pLenti-6.3-V5-GW-EmGFP (Invitrogen V370-
06) distribuidos en fracciones equimolares para una cantidad total de 30 ug de DNA.
Se transfectaron 1,8x10’ células HEK-293FT en caja de cultivo de 75 cm? usando 60
ul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen ® 11668019). Las células fueron incubadas
durante toda la noche bajo las condiciones de cultivo descritas para la linea celular
HEK-293FT.

e Recoleccion de virus. La primera recoleccion de lentivirus se realiz6 a las 16 horas
y seguido se adiciond al cultivo de células HEK-293FT 10 mM de butirato de sodio
(Sigma B5887) en medio de cultivo DMEM complementado con 10 % de FBS. Las
demas recolecciones de lentivirus se realizaron a las 24, 48, 72 y 96 horas, retirando
el medio de cultivo y almacenandolo a 4°C. Después de cada recoleccién se adicioné
medio DMEM complementado con 10 % de FBS a las células en cultivo. Las
suspensiones lentivirales se filtraron con membranas de 0,45 umy se concentraron
utilizando columna de concentracion Millipore Centricon Plus-20® (Millipore UFC2
LTK 24) segun las recomendaciones del fabricante.

e Titulacion de los virus que portan el constructo que codifica para el gen gfp. Se
sembraron 2x10° células HEK-293FT en 2 mL de medio DMEM y se incubaron toda la
noche; en seguida se retiré el medio de cultivo y se adicioné 1 mL de suspension viral
diluida 1/200 en DMEM sin geneticina mas 1 pL de bromuro de hexadimetrina
(Polybrene) (Sigma H9268) para una concentracion final de 9 pg/mL. Las células se
incubaron durante toda la noche en las condiciones de cultivo mencionadas, se retird
el medio de cultivo y se adicion6 medio fresco. Después de 48 horas de la
transduccién se agreg6é 1 mL de tripsina (Eurobio CEZTDAO01-0U) para despegar las
células HEK-293FT de la caja de cultivo y se cuantificé el nUmero de células totales.
El porcentaje de células expresando GFP se determind por observacion con
microscopio de fluorescencia Leica DMI3000B. Para determinar el nUmero de células
presentes en el dia de la transduccién, se aplicé la funcion de crecimiento con base
en el nimero de células del dia inicial del cultivo y el dia final del experimento. El
titulo viral se determind asumiendo que por cada célula HEK-293FTexpresando GFP
habia al menos una unidad infectiva. Se utiliz6 la siguiente formula:

Titulo viral= [F xC/V] xD (White et al., 1999) (Sastryet al., 2002)
En donde:

F = Frecuencia de células GFP positivas

C = Total de células en el pozo al momento de la transduccién
V = Volumen del in6culo de lentivirus por ml

D = Dilucién de lentivirus elevada a -1

Se obtuvo un titulo de 3.06 x 10’ unidades infectivas/mL para los vectores lentivirales
conteniendo el constructo de expresion para gfp.
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e Transduccion de células U937 con virus para expresion del gen gfp. Se
transdujeron las células U937 a una multiplicidad de infecciéon (MOI) de 306 unidades
infectivas/célula. A 1x10° células contenidas en 1 mL de medio RPMI mas 10% FBS
se le adicionaron 9 yg/mL de Polybrene (Sigma H9268) y 1 mL de la suspensién viral
en una caja de cultivo. Las células se incubaron durante toda la noche, tras lo cual se
realiz6 cambio de medio. A las 48 horas de la transduccion se cuantifico el porcentaje
de células con expresién de GFP mediante el microscopio de fluorescencia Leica
DMI3000B para determinar la eficiencia de la transduccién.

6.2.2. Evaluacién de la expresiéon del gen exdgeno

La expresion de la proteina fluorescente en las células transducidas se evalu6
mediante microscopia de fluorescencia utilizando el microscopio Leica DMI3000B vy el
programa Leica application suite core® (LAS core) para la adquisicion de las
imagenes. Las células totales se cuantificaron en campo claro y las fluorescentes
usando el filtro 13.Con base en estos resultados se determiné el porcentaje de células
fluorescentes. La evaluacién de la fluorescencia de las células expresando GFP se
realizé durante 20 pases de cultivo.

6.2.3. Caracterizacion de la linea expresando el gen exdgeno gfp

¢ Determinacién de la cinética de crecimiento de las células U937 y U937-GFP. Las
células fueron cultivadas en medio RPMI complementado con FBS al 10% como se
menciond anteriormente. La curva de crecimiento se comenzd a una concentracion
de 1x10° células/ml y se determiné la concentracion celular mediante cuantificacion
en camara de Neubauer cada 24 horas durante 5 dias, mezclando 50 ul de muestra
de cultivo y 50 pl de azul de tripan al 0,4% en PBS el cual permite identificar las
células consideradas no viables. Con los valores de concentracion celular
determinados durante cada uno de los 5 dias de seguimiento de los cultivos se
elaboro la curva de crecimiento. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

« Diferenciacién de monocitos a macréfagos.2x10° células/mL fueron diferenciadas a
macrofagos, usando 100 ng/mL de phorbol myristate acetate (PMA)(Sigma P8139)
durante 120 horas a 37 °C y 5% de CO, [68]. La diferenciacién se determiné con base
en la morfologia y en la capacidad de adherencia a la matriz.

6.2.4. Silenciamiento del gen exdgeno gfp

La linea celular U937-GFP fue transducida a una MOI de 10 unidades infectivas por
célula, con vectores lentivirales conteniendo un constructo que codifica para la
expresion de shRNAs dirigidos contra el gen gfp (Santa Cruz Biotechnology sc-
45924-V). La solucion de lentivirus contenia 1.0 x 10° unidades infectivas en 200 pl de
medio DMEM lo que equivale a un titulo de 5x10° unidades infectivas/ml). Para
obtener el MOI necesarioseadicionaron20 pL de la suspension viral a 1 x 10* células
en 80 pL de medio RPMI complementado con10% de FBS y 9 pg/mL de Polybrene®
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(Sigma H9268). Se incubd durante toda la noche y en seguida se realiz6 cambio de
medio. A las 48 h de la transduccibn se cuantificaron por microscopia de
fluorescencia las células U937-GFP transducidas y se determiné la eficiencia de la
transduccién definida como el porcentaje de células que no expresaban GFP. Las
células obtenidas fueron amplificadas y seleccionadas con 5 pg/mL de puromicina
(Santa Cruz Biotechnology sc-108071) durante 8 dias con cambio de medio cada 2
dias y cuantificacion diaria de las células viables, con el fin de obtener la linea celular
U937-GFP/shRNA-GFP.

6.2.5. Generacidn de controles negativos del proceso de silenciamiento

Con el fin de evaluar si el proceso de silenciamiento era especifico y se debia a los
shRNAs dirigidos contra el mRNA codificante para los genes objeto de estudio (gfp,
gro-B y Imna), se produjeron vectores lentivirales que portan constructos para la
expresion de shRNAs no relacionados. Estos constructos se tomaron como control
negativo del proceso de silenciamiento.

o Disefio de shRNA no relacionados.
Para la generacion de shRNAs no relacionados empleados como control negativo, se
utilizé la herramienta de generaciéon de siRNAs: siRNA wizard de Invivogen:
http://www.sirnawizard.com/scrambed.php.

Se seleccionaron 4 siRNAs cuya secuencia no alineaba con ninguna secuencia
codificante reportada en la base de datos del NCBI y por medio de la aplicacion
Invitrogen Block-iT RNAIi Designer se les agregd el loop y los sitios de unién para
formar la estructura de los shRNAs, de acuerdo al vector de entrada pENTR™/H1/TO
del kit BLOCK-iT ™ |nducible H1 RNAi Entry Vector de Invitrogen (Invitrogen
K492000).

Las secuencias empleadas como shRNAs no relacionados fueron las siguientes:

rZTaFZ’i\(‘)/;;dOO Top strand CACCGTCTGTCACCTAGTTCGTACGCGAACGTACGAACTAGGTGACAGAC

1 Bottonstrand | AAAAGTCTGTCACCTAGTTCGTACGTTCGCGTACGAACTAGGTGACAGAC
rzraim:doo Top strand CACCGGCGCACCCGACGACGTAGGTCGAAACCTACGTCGTCGGGTGCGCC

2 Botton strand | AAAAGGCGCACCCGACGACGTAGGTTTCGACCTACGTCGTCGGGTGCGCC
rz:‘ai’i\c‘)ﬁ:doo Top strand CACCGGTCCGACGCATACTAATACGAATATTAGTATGCGTCGGACC

3 Botton strand | AMMAGGTCCGACGCATACTAATATTCGTATTAGTATGCGTCGGACC
rzr‘a*?c'i\(‘)ﬁ;doo Top strand CACCGCCTATAATTACGGGTCTCCTCGAAAGGAGACCCGTAATTATAGGC

4 Botton strand | AAAAGCCTATAATTACGGGTCTCCTTTCGAGGAGACCCGTAATTATAGGC

Tabla 3. Secuencias de shRNA no relacionados, empleadas como control negativo

e Generacion de vectores de entrada. Se sintetizaron oligonucle6tidos de cadena
sencilla conteniendo la secuencia de los shRNAs disefiados, los cuales fueron
hibridados para crear hebras de doble cadena (double strand oligos — ds oligos). La

33


http://www.sirnawizard.com/scrambed.php
http://www.google.com.co/url?sa=t&rct=j&q=rnai%20designer&source=web&cd=1&ved=0CC8QFjAA&url=http%3A%2F%2Frnaidesigner.invitrogen.com%2Frnaiexpress%2F&ei=V7FjT8uwHKeBsgK64OicCw&usg=AFQjCNGPNwFsELAFUf6_X99jjwdVx2Z--A

hibridacion se realiz6 mezclando 5 L de cada hebra a una concentraciéon de 200 uM
en buffer de anillamiento 1X (Invitrogen K492000). La mezcla se incubd a 95°C
durante 4 minutos y después por 10 minutos a temperatura ambiente para que se
formaran las hebras de doble cadena. La formacion de las hebras fue verificada por
electroforesis en gel de agarosa al 4%.

Los ds oligos fueron clonados en el vector de entrada pENTR™/H1/TO (Invitrogen
K492000) mediante una reaccion de ligacion de acuerdo a las indicaciones del
fabricante y el producto de la ligacién se utiliz6 para transformar bacterias quimio-
competentes, One Shot® TOP10 E. coli (Invitrogen C404006), las cuales fueron
transformadas mediante choque térmicocon el producto de la ligacién. Las bacterias
transformadas fueron sembradas en placas de LB agar (Invitrogen22700-025) méas 50
pug/mL de kanamicina (Gibco 11815-032), como antibiético de seleccion e incubadas
toda la noche a 35 °C. Al dia siguiente se seleccionaron 5 colonias diferentes, cada
una se inoculé en 3 mL de medio LB vy se cultivaron durante toda la noche a 35 °C
con50 pg/mL de kanamicina. Transcurrido este tiempo, se prepararon stocks en
glicerol de cada colonia y se extrajo el ADN plasmidico de las bacterias
transformadas mediante el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymoresearch D4015).
La insercién y la identidad de las secuencias de los shRNAs en los vectores de
entrada fueron corroboradas por polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) y secuenciacién Sanger.

Para el RFLP se utiliz6 la enzima de restriccion BamHI-HF (NEBR3136S) segun las
indicaciones del fabricante. El producto de la restriccion se sometio a electroforesis
en gel de agarosa al 1 % durante 120 min a 80 V y el gel fue documentado en el
equipo GelDoc de BIORAD. El vector de entrada pENTR™/H1/TOtiene un tamafio de
3869 bpy posee dos sitios de restriccidn para la enzima BamHI (el primero entre las
bases 1978-1804 y el segundo entre las bases 1805-1977). La insercion de los oligo-
nucleétidos conteniendo la secuencia de los shRNAs disefiados se comprobé con un
patrén de restriccion de dos bandas: una con un tamafio de 3696 bp y otra de 220 bp.
De no haber existido insercion el plasmido podria encontrarse en una conformacion
lineal y la digestion con la enzima originaria un patrén de 4 bandas. Si el plasmido se
hubiera ligado sin incorporar los oligonucleétidos con la secuencia de los shRNA la
segunda banda tendria un tamafio inferior a 170 bp.

La secuenciacion de los plasmidos se llevd a cabo a través de una empresa
siguiendo la quimica de Sanger por extension del iniciador usando los primers
universales M13. Se usO el kit de secuenciacion “Big Dye terminator v3.1 cicle
sequencing kit” y el equipo de secuenciacion “Applied Biosystems 3730xI DNA
analyzer”. Los resultados de estos productos fueron recibidos en archivos
comprimidos de formato AB1 y electroforegramas que mostraban la calidad del
proceso de la reaccién de secuenciacion. Estos archivos fueron cargados en el
software Geneious Pro y se realizé un alineamiento con las secuencias de los shRNA
disefiados para confirmar que no existian cambios en la secuencia insertada en
comparacion con la disefiada.
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o Generacibn de vectores de expresidn. Los vectores de expresion para la
produccién de lentivirus fueron generados mediante una reaccién de recombinacion
(LR) Gateway® (Invitrogen K49250), entre el vector de entrada conteniendo la
secuencia que codifica para cada shRNA y el vector destino pLenti4/BLOCK-iT-DEST
(Invitrogen K49250). La reaccion LR se hizo utilizando la enzima LR Clonase™ II
Enzyme Mix (Invitrogen K49250) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
empleé el producto de la recombinacion para transformar bacterias E. coli
quimicamente competentes: OneShot® StblI3™ (Invitrogen C737303) mediante
choque térmico. Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas
conteniendo LB agar mas 100 pg/mL de ampicilina como antibiético de seleccion y se
incubaron toda la noche a 35 °C. Al dia siguiente se seleccionaron 5 colonias de cada
vector de expresion y se cultivaron en 3 mL de medio LB caldo mas 100 pug/mL de
ampicilina durante toda la noche a 35 °C. Transcurrido este tiempo se prepararon
stocks en glicerol de cada colonia y se extrajo el ADN plasmidico de las bacterias
transformadas mediante el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (D4015). La correcta
recombinacion de los plasmidos y la identidad de las secuencias de los shRNAs en
los vectores de expresidén fueron comprobadas por secuenciacién Sanger. Una vez
verificada la generacion del vector para la expresion de los shRNAs, las colonias
seleccionadas se amplificaron nuevamente para extraerles ADN plasmidico usando el
kit Hi Speed Plasmid Midi Kit(QIAGEN 12643) con el fin de obtener ADN de alta
pureza para la produccion de los lentivirus. Al final de este procedimiento se
obtuvieron 4 constructos con diferentes shRNAs no relacionados como controles
negativos.

e Produccién de vectores lentivirales gue portan un constructo para la expresién de
shRNA no relacionados.

Para la produccién de vectores lentivirales se utilizaron los constructos: pMD2.G
(VSVQ), p-Delta-8.74 y los constructos que codifican para el shRNA no relacionados
(control negativo) distribuidos en fracciones equimolares para una cantidad total de
30 yg de ADN. Se transfectaron 1,8x10" células HEK-293FT en caja de cultivo de 75
cm? usando 60 ul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen ® 11668019). Las células fueron
incubadas durante toda la noche bajo las condiciones de cultivo descritas para la
linea celular HEK-293FT.

e Recoleccién de virus. La primera recoleccion de lentivirus se realizé a las 16 horas,
seguido por la adicion al cultivo del0 mM de butirato de sodio (Sigma B5887) en
medio de cultivo DMEM complementado con 10 % de FBS. Las demas recolecciones
de lentivirus se realizaron a las 24, 48, 72 y 96 horas, retirando el medio de cultivo y
almacenandolo a 4°C. Después de cada recoleccion se adicion6 medio DMEM
complementado con 10 % de FBS a las células en cultivo. Las suspensiones
lentivirales se filtraron y se concentraron utilizando columna de concentracion
Millipore Centricon Plus-20® (Millipore UFC2 LTK 24) segun las recomendaciones del
fabricante.
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e Titulacién de los virus que portan un constructo para la expresion de shRNA no
relacionados.

El titulo viral fue determinado cuantificando la proteina p24 de la nucleocépside del
lentivirus mediante una prueba de ELISA desarrollada con el kit Lenti-X™ p24 Rapid
Titer (Clontech) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La cuantificacion se
realizé con base en una curva estandar de concentraciones conocidas generada con
proteina p24 purificada. Los lentivirus producidos fueron diluidos en medio DMEM y
se lisaron con buffer de lisis incluido en el kit. La proteina p24 fue detectada mediante
una prueba de ELISA tipo sandwich en donde el segundo anticuerpo se encuentra
conjugado con biotina y se revela con streptavidina conjugada a peroxidasa de
rdbano, mas el sustrato indicado en el kit. Se obtuvo un titulo de 2,01 x 10* particulas
virales/mL para las mezclas de lentivirus de los shRNAs no relacionados.

Para determinar el nimero de unidades infectivas (IFU) por ml del stock lentiviral
titulado, se asumié que una unidad infectiva equivale a 500 particulas lentivirales
obteniendo asi un titulo de 4,02 x 10’ unidades infectivas /mL.

e Transduccion de células U937-GFP con vectores lentivirales portando constructos
que codifican para los shRNAs no relacionados. Se transdujeron células U937-GFP y
U937 con la mezcla de los lentivirus codificando para 4 shRNAs no relacionados a
una MOI de 8 unidades infectivas/célula. Para esto se dispensaron 5x10° células en 1
mL de medio RPMI mas 10% de FBS, se adiciond 9 ug/mL Polybrene (Sigma H9268)
y 99,5 uL de la solucion viral para obtener la MOI esperada. Para el célculo del
volumen de virus a utilizar se multiplicé el nimero de células a transducir por la MOI
esperada y se dividi6 por el titulo viral expresado en Unidades infectivas /ml.

Las células se incubaron durante toda la noche y luego se les realiz6 cambio de
medio. Se amplificaron las células transducidas y se seleccionaron con 200 ug/mL de
Zeocina (Invitrogen R25001) durante 8 dias con cambio de medio cada 2 dias y
cuantificacion diaria.La linea celular generada se denominé U937-GFP/shRNA-no
relacionados.

6.2.6. Evaluacién del silenciamiento

e Extracciéon de proteinas

Se indujo la diferenciacién a macréfagos de 3,75x10° células por mL de las lineas
celulares a evaluar. Los macrofagos fueron lavados con PBS (NaCl 0.14 M, KCI 2.7
mM, KH,PO, 1.8 mMyNa,HPO, 10,1 mM) estéril pH 7,4 y lisados con buffer RIPA-
Triton (Buffer Tris- NaCl: NaCl 1,25 M en Tris-HCI 0,25 M pH: 8.0, 1% RIPA Triton X-
100 (w/v)), 0.5 % deoxicolato de sodio (w/v), 0.1% SDS (w/v) y 0.004% azida de sodio
(w/v) en presencia del coctel inhibidor de proteasas (# Catdlogo 11836170001 de
Roche®). El lisado fue centrifugado a 10000 g durante 10 minutos a 4°C. Se recolectd
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la fraccion soluble del lisado y el extracto de proteina total se cuantificé por el método
de Bradford (BIORAD 5000006).

e SDS-PAGE.

Para la evaluacion de GFP se realizaron geles de acrilamida al 10% y para correr la
electroforesis vertical, en cada pozo se sembraron 25 ug de extracto de proteina total.
La electroforesis vertical se corrid6 durante 1h y 30 minutos a 100 V. Al finalizar la
electroforesis vertical uno de los geles se empled para realizar la transferencia de
proteinas a la membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y el otro se emple6
como control de carga. Los dos geles se corrieron en paralelo.

El gel de control de carga fue fijado con 25% de isopropanol y 10% de 4cido acético,
tefiido con 0,006 % de azul de Coomasie durante 1h y destefiido con 10% de acido
acético para eliminar el exceso de colorante y acentuar el contraste entre las bandas
y el gel. Se adquirié una imagen del gel empleando el equipo GelDoc de BIORAD.

e \Western blot.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) (BIORAD 162-0177), durante 1 hora y 15 minutos a 100V. Posteriormente la
membrana fue incubada con soluciéon de bloqueo (TBS 1X; Tris-HCI 20mM, NaCl
500mM, pH 7.5 leche descremada 5% w/v) durante 1 hora con agitacién constante.
Se procedio a la incubacién con el anticuerpo primario en solucién de bloqueo toda la
noche a 4 °C en agitacion constante. La membrana se lavo tres veces con buffer
Tween-Tris Salino (TTBS 1X; Tris-HCI 20mM, NaCI500mM, pH 7.5masTween 20
0.05% v/v), luego tres veces con TBS y se incub6 con el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP) durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacién constante. Finalmente la membrana fue lavada como se indicé
anteriormente y revelada mezclando en una proporcion 1:1 los dos reactivos
(Luminol/enhancer y buffer de perdxido) del kit Immun-Star HRP Substrate (BIORAD
170-5041). Se realizaron tres réplicas biolégicas para cada uno de los
procedimientos.

Condiciones de inmuno-deteccién empleadas para la deteccién de las proteinas GFP
en el western blot:

. . o Dilucién . o Dilucién de
Proteina Anticuerpo 1 anticuerpo 1° Anticuerpo 2 anticuerpo 2°
Polyclonal goat-anti-mouse
Polyclonal mouse-anti-GFP 1gG conjugated to
GFP (Santa Cruz Biotechnology 1:5000 horseradish 1:3000
sc-2031) peroxidase(Santa Cruz
Biotechnology sc-2055)

Tabla 4. Condiciones de inmuno-deteccion empleadas para la deteccion de la proteina GFP por western blot
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e Adquisicion y andlisis de imagenes

Se adquirieron imagenes de las membranas en el equipo ChemiDoc (BIORAD)
empleando el médulo de acumulacion de sefal por captura repetida de imagenes.
Las imagenes fueron tomadas cada 30s durante 10 minutos y fueron analizadas con
el programa ImageJ (http://rsb.info.nih.qov/ij/). Se seleccion6 cada uno de los carriles
de las bandas (del gel control de carga y de la membrana de PVDF) para calcular el
area integrada de cada carril. El &rea integrada se define como el area en pixeles en
donde se registra sefial por encima del ruido de fondo. Se normalizaron las &reas
integradas de las muestras con su area integrada correspondiente en el control de
carga. La densidad relativa se calcul6 dividiendo el valor de &rea integrada
normalizada de cada muestra entre el area normalizada de la linea celular de
referencia (linea parental U937 en el caso de las proteinas LMNA y Gro-B o linea
celular U937-GFP para la proteina GFP).

6.3. Determinacion del efecto del silenciamiento de un gen endégeno (Imna) en el
fenotipo de infeccion de células U937 infectadas por L. braziliensis.

Produccién de vectores lentivirales gque portan un constructo para la expresion de
shRNAs contra el gen Imna.

Para la produccién de lentivirus se utilizaron los constructos: pMD2.G (VSVQ), p-
Delta-8.74 y plLenti4-GW/H1/TO-lamin®"™* (Invitrogen) distribuidos en fracciones
equimolares para una cantidad total de 30 ug de ADN. Se transfectaron 1,8x10’
células HEK-293 en caja de cultivo de 75 cm? usando 2 pl de Lipofectamina 2000
(Invitrogen ®) por cada pg de DNA para un total de 60uL. Las células fueron
incubadas durante toda la noche bajo las condiciones de cultivo descritas para la
linea celular HEK-293FT.

e Recoleccién de virus.

La primera recoleccién de lentivirus se realiz6 a las 16 horas y seguido se adicioné al
cultivo celular 10 mM de butirato de sodio (Sigma) en medio de cultivo DMEM
complementado con 10 % de FBS. Las demas recolecciones de lentivirus se
realizaron a las 24, 48, 72 y 96 horas, retirando el medio de cultivo y almacenandolo
4°C. Después de cada recoleccién se adicion6 medio DMEM complementado con 10
% de FBS a las células en cultivo. Las suspensiones lentivirales se filtraron y se
concentraron utilizando columna de concentracion Millipore Centricon Plus-20®
segun las recomendaciones del fabricante.

e Titulacién de los virus gue portan un constructo que codifica para shRNA dirigido
contra el gen Imna.

El titulo viral fue determinado cuantificando la proteina p24 del nicleo y la capside del
lentivirus mediante una prueba de ELISA desarrollada con el kit Lenti-X™ p24 Rapid
Titer (Clontech) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, como ya se menciond.
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Se obtuvo un titulo de 1,90 x 10 particulas virales/mL para los lentivirus que portan
el constructo que codifica para los shRNAs contra LMNA.

e Transduccion de células U937 con vectores lentivirales gue portan un constructo
para la expresion de shRNAs contra el gen LMNA.

Se transdujeron las células U937 a una MOI de 380 unidades infectivas/célula
dispensando 1 x 10° células contenidas en 1 mL de medio RPMI mas 10% FBS. Se
adicion6 9 pyg/mL de Polybrene y 1 mL de la suspension viral en una caja de cultivo
de seis pozos. Las células se incubaron durante toda la noche y se les realizé cambio
de medio. Después de esto, se amplificaron las células transducidas y se
seleccionaron con 200 ug/mL de Zeocina (Invitrogen) durante 8 dias con cambio de
medio cada 2 dias y cuantificaciobn diaria para seleccionar una linea celular
eficientemente transducida.

e Generacion de controles negativos del proceso de silenciamiento

Como control negativo del proceso de silenciamiento en células U937 se emplearon
los mismos shRNAs no relacionados utilizados en el silenciamiento del gen exégeno

ofp.

Se utilizaron los procedimientos descritos en la seccién 4.2.5

e FEvaluacion del silenciamiento y evaluacién del fenotipo de infeccién

El procedimiento empleado se describi6 en la seccion 4.2.6

Para el SDS-PAGE de la proteina LMNA se realizaron geles de acrilamida de 8% y
para correr la electroforesis vertical, en cada pozo se sembraron 50 pg de extracto de
proteina total.

Para el western blot se utilizaron los siguientes anticuerpos:

Anticuerpo 1° D'IUC'On Anticuerpo 2° D|I_u0|én de
Proteina anticuerpo 1° anticuerpo 2°
Polyclonal goat-anti-rabbit
Polyclonal rabbit-anti- IgG conjugated to
LMNA LMNA (Santa Cruz 1:200 horseradish 1:3000
Biotechnology sc-20681) peroxidase(Santa Cruz
Biotechnology sc-2054)

Tabla 5. Condiciones de inmuno-deteccion empleadas para la deteccion de la proteina LMNA por Western blot

6.4. Determinacién del efecto del silenciamiento del gen gro-B8 sobre el fenotipo de
infeccion de células U937 infectadas con L. braziliensis

El gen gro-B fue seleccionado entre los genes reportados en los ensayos por
microarreglos como diferencialmente expresado, entre macréfagos no infectados e
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infectados por L. (V.) braziliensis, con FC=1,92. Los ensayos de microarreglos se
describen mas adelante

Silenciamiento del gen gro-8

¢ Disefio de shRNAs dirigidos contra gro-g.

Para el disefio de los shRNAs se seleccioné la secuencia codificante del gen gro-8
(NM_002089.3) a partir de la cual se generaron shRNAs con ayuda de herramientas
bioinformaticas especializadas como:

- Kribb
- Dharmacon

Se seleccionaron 5 shRNAs teniendo en cuenta los siguientes criterios: secuencias
dirigidas a diferentes regiones de la secuencia blanco con el fin de aumentar las
probabilidades de silenciamiento del gen y evitar su solapamiento, longitud entre 19-
21 nucledtidos; porcentaje de guanina/citosina entre 35% y 55% y finalmente, que no
se alinee con otras secuencias transcritas del genoma humano diferentes al gen de
interés. Para formar la estructura de los shRNAs se empled la herramienta de
Invitrogen: Invitrogen Block-iT RNAI Designer que permite insertar el loop y los sitios
de union adecuados de acuerdo al vector de entrada utilizado, en este caso: BLOCK-
iT™ Inducible H1 RNAI Entry Vector Kit de
Invitrogen:(http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/)

Las secuencias empleadas como shRNAs dirigidos contra gro-8 son las siguientes:

ShRNA | Topstrand | CACCGCATCGCCCATGGTTAAGACGAATCTTAACCATGGGCGATGC

Gro-B-1 | Bottonstrand AAAAGCATCGCCCATGGTTAAGATTCGTCTTAACCATGGGCGATGC

ShRNA | Topstrand | CACCGCATCCAAAGTGTGAAGGTGAAGTCGAAACTTCACCTTCACACTTTGGATG

Gro-B-2 | Bottonstrand AAAACATCCAAAGTGTGAAGGTGAAGTTTCGACTTCACCTTCACACTTTGGATGC

shRNA | Topstrand | CACCAAGATGCTGAAAAATGGCAAATCCGAAGATTTGCCATTTTTCAGCATC

Gro-B-3 | Bottonstrand AAAAGATGCTGAAAAATGGCAAATCTTCGGATTTGCCATTTTTCAGCATCTT

SshRNA | Topstrand | CACCGAAGGAAGGAGGAAGCTTACGAATAAGCTTCCTCCTTCCTTC

Gro-B-4 | pottonstrand | AAAAGAAGGAAGGAGGAAGCTTATTCGTAAGCTTCCTCCTTCCTTC

ShRNA | Topstrand | CACCGCGCCCATGGTTAAGAAAATCGAAATTTTCTTAACCATGGGCG

Gro-B-5 | Bottonstrand AAAACGCCCATGGTTAAGAAAATTTCGATTTTCTTAACCATGGGCGC

Tabla 6. Secuencias de shRNAs dirigidos contra el gen gro-8

Como control negativo se emplearon los constructos que codifican para los shRNAs
no relacionados, empleados para generar las lineas celulares que se utilizaron como
controles negativos en el silenciamiento de los genes gfp y Imna.
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e Generacién de vectores de entrada.

Se ordend la sintesis de oligo-nucledtidos de cadena sencilla conteniendo la
secuencia de los shRNAs disefiados. Estos fueron hibridados para formar hebras de
doble cadena (double strand oligos — ds oligos). La hibridacion se realizé6 mezclando
5 uL de cada hebra a una concentracion de 200 uM en buffer de anillamiento 1X
(Invitrogen K492000). La mezcla se incub6 a 95°C durante 4 minutos y después a
temperatura ambiente por 10 minutos para que se formaran las hebras de doble
cadena. La formacién de las hebras fue verificada por electroforesis en gel de
agarosa al 4%.

Los ds oligos fueron clonados en el vector de entrada pENTR™/H1/TO (Invitrogen
K492000) mediante una reaccién de ligacion de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Bacterias quimio-competentes One Shot® TOP10 E. coli (Invitrogen
C404006) fueron transformadas mediante choque térmico por el producto de la
ligacion. Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas con LB agar
(Invitrogen 22700-025) mas 50 pg/mL de kanamicina (Gibco 11815-032), como
antibiético de seleccién, y se incubaron toda la noche a 35 °C. Al dia siguiente se
seleccionaron 5 colonias diferentes, cada una se inocul6 en 3 mL de medio LB caldo
con 50 pg/mL kanamicina y se cultivaron durante toda la noche a 35 °C. Transcurrido
este tiempo, se prepararon stocks en glicerol de cada colonia y se extrajo el DNA
plasmidico de las bacterias transformadas mediante el kit Zyppy™ Plasmid Miniprep
Kit (Zymo research D4015). La insercién y la identidad de las secuencias de los
shRNAs en los vectores de entrada fueron corroboradas por polimorfismos de
longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP) y secuenciacion Sanger.

Para el RFLP se utilizé la enzima de restriccion BamHI-HF (NEB R3136S) segun las
indicaciones del fabricante. El producto de la restriccidn se sometié a electroforesis
en gel de agarosa al 1 % durante 120 min a 80 v y el gel fue documentado en el
equipo GelDoc de BIORAD. El vector de entrada pENTR™/H1/TO tiene un tamafio de
3869 bp, y posee dos sitios de restriccion para la enzima BamHI (el primero entre las
bases 1978-1804 y el segundo entre las bases 1805-1977). La insercion de los oligo
nucleétidos conteniendo la secuencia de los shRNAs disefiados se comprobd con un
patrén de restriccion de dos bandas; una con un tamafio de 3696 bp y otra de 220 bp.
De no haber existido insercién el plasmido podria encontrarse en una conformacion
lineal y la digestion con la enzima originaria un patrén de 4 bandas. Si el plasmido se
hubiera ligado sin incorporar los oligo nucle6tidos con la secuencia de los shRNA la
segunda banda tendria un tamafo inferior a 170 bp.

Se ordend la secuenciacion de los plasmidos la cual fue realizada siguiendo la
guimica de Sanger por extension del iniciador usando los primer universales M13. Se
us6 el kit de secuenciacién “Big Dye terminator v3.1 cicle sequencing kit” y el equipo
de secuenciacion “Applied Biosystems 3730xI DNA analyzer”. Los resultados de estos
productos fueron recibidos en archivos comprimidos de formato ABl1 vy
electroforegramas que mostraban la calidad del proceso de la reaccion de

41



secuenciacién. Estos archivos se fueroncargados en el software Geneious Pro y se
realizé un alineamiento con las secuencias de los shRNA disefiados para confirmar
gue no existian cambios en la secuencia insertada en comparacion con la disefiada.

Generacion de vectores de expresion.

Los vectores de expresidon para la produccién de lentivirus fueron generados
mediante una reaccion de recombinacion (LR) Gateway® (Invitrogen K49250) entre el
vector de entrada conteniendo la secuencia que codifica para cada shRNA y el vector
destino pLenti4/BLOCK-iT-DEST (Invitrogen K49250). La reacciébn LR se hizo
utilizando la enzima LR Clonase ™Il Enzyme Mix (Invitrogen K49250) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Bacterias E. coli quimicamente competentes: OneShot®
Stb I3™ (Invitrogen C737303) mediante choque térmico fueron transformadas con el
producto de recombinacion. Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas
conteniendo LB agar mas 100 pg/mL de ampicilina como antibiético de seleccion y se
incubaron toda la noche a 35 °C. Al dia siguiente se seleccionaron 5 colonias de cada
vector de expresion y se cultivaron en 3 mL de medio LB caldo durante toda la noche
a 35 °C. Transcurrido este tiempo se prepararon stocks en glicerol de cada colonia y
se extrajo el DNA plasmidico de las bacterias transformadas mediante el kit Zyppy™
Plasmid Miniprep Kit (Zymo research D4015). La correcta recombinacion de los
plasmidos y la identidad de las secuencias de los shRNAs en los vectores de
expresion fueron comprobadas por secuenciacién Sanger.

Una vez verificada la generacion del vector de expresion que codifica para los
shRNAs, las colonias seleccionadas se amplificaron nuevamente para extraerles ADN
plasmidico usando el kit HiSpeed Plasmid Midi Kit (QIAGEN 12643) con el fin de
obtener ADN de alta pureza para la produccién de los lentivirus. Al final de este
procedimiento se obtuvieron 4 constructos con diferentes shRNAs dirigidos contra el

gen gro-B.

e Produccion de vectores lentivirales gque portan un constructo para la expresion
shRNAs dirigidos contra el gen Gro-8.

Para la produccién de lentivirus se utilizaron los constructos: pMD2.G (VSVQ), p-
Delta-8.74 (cordialmente cedidos por el Doctor David Ann: [67] y el vector de
expresion portando los constructos que codifican para los shRNAs dirigidos contra
gro-gB distribuidos en fracciones equimolares para una cantidad total de 30 ug de
ADN. Se transfectaron 1,8x10" células HEK-293 en caja de cultivo de 75 cm?usando
2ul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen® 11668019) por cada microgramo de DNA
transfectado. Las células fueron incubadas durante toda la noche bajo las
condiciones de cultivo descritas para la linea celular HEK-293FT.

e Recoleccion de virus.
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La primera recoleccién de lentivirus se realiz6é a las 16 horas y seguido se adicioné al
cultivo celular 10 mM de butirato de sodio (Sigma) en medio de cultivo DMEM
complementado con 10 % de FBS. Las demas recolecciones de lentivirus se
realizaron a las 24, 48, 72 y 96 horas, retirando el medio de cultivo y almacenandolo a
4°C. Después de cada recoleccion se adicion6 medio DMEM complementado con 10
% de FBS a las células en cultivo. Las suspensiones lentivirales se filtraron y se
concentraron utilizando columna de concentracion Millipore Centricon Plus-20®
segun las recomendaciones del fabricante.

e Titulacidon de los virus que portan un constructo que codifica para shRNA dirigido
contra el gen gro-g.

El titulo de la mezcla viral fue determinado cuantificando la proteina p24 del nucleo y
la capside del lentivirus mediante una prueba de ELISA desarrollada con el kit Lenti-
X™ p24 Rapid Titer (Clontech) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, como ya
se menciond. Se obtuvo un titulo de 2,12 x 10 particulas virales/mL para los
lentivirus conteniendo el constructo que codifica para los shRNAs contra gro-S.

e Transduccién de células U937 con vectores lentivirales portando constructos que
codifican para los sShRNAs dirigidos contra gro-g.

Se transdujeron las células U937 a una MOI de 0,2 con la mezcla de los lentivirus
portando los constructos codificantes para shRNAs dirigidos contra el gen gro-8. Para
esto se dispensaron 5 x 10° células en 1 mL de medio RPMI mas 10% FBS, se
adicion6 9 ug/mL Polybrene (Sigma H9268) y la cantidad necesaria de la mezcla viral
para obtener la MOI esperada. Para el calculo del volumen de virus a utilizar se
multiplicé el nimero de células a transducir por la MOI esperada y se dividié por el
titulo viral expresado en Unidades infectivas /ml.

Las células se incubaron durante toda la noche y se les realiz6 cambio de medio.
Después de esto, se amplificaron las células transducidas y se seleccionaron con 200
pg/mL de Zeocina (Invitrogen R25001) durante 8 dias con cambio de medio cada 2
dias y cuantificacion diaria para seleccionar una linea celular eficientemente
transducida.

e Generaciéon de controles negativos del proceso de silenciamiento
Se utilizaron los descritos en la seccién 4.2.5. La MOI utilizada en la transduccion fue
de 0.2 unidades infectivas por célula

e Evaluacion del silenciamiento vy evaluacion del fenotipo de infeccién
El procedimiento empleado se describio en la seccién 4.2.6
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Para el SDS-PAGE de la proteina Gro- se realizaron geles de
acrilamida/bisacrilamida de 15% y para correr la electroforesis vertical, en cada pozo
se sembraron 200 ug de extracto de proteina total.

Para el Western blot se utilizaron los siguientes anticuerpos:

. R Dilucién . R Dilucién de
Proteina Anticuerpo 1 anticuerpo 1° Anticuerpo 2 anticuerpo 2°
polyclonal rabbit-anti-goat
Polyclonal goat-anti- IgG conjugated to
GRO-B Grow-GThermo Scientific 1: 500 horseradish 1:5000
PA5-19126 peroxidase(Abcam
ab6741)

Tabla 7. Condiciones de inmuno-detecciéon empleadas para la deteccion de la proteina Gro-$ por Western blot

6.5. Identificacion de genes expresados diferencialmente entre macréfagos no
infectados e infectados por L. braziliensis

e Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido a las 72 horas después de la infeccién. Se sembraron
6,75x10° células/mL en caja de Petri de 100 mm?y se diferenciaron e infectaron
segun lo descrito previamente. Los macrofagos infectados y no infectados fueron
lavados tres veces con PBS pH 7.4 estéril y se adicion6 500 pl de TRIzol® Reagent
(Invitrogen 15596-018) directamente a las cajas de cultivo. El reactivo se distribuy6
por toda la superficie con un rastrillo de plastico y se siguié el protocolo de acuerdo a
las instrucciones del fabricante hasta obtener la fase acuosa conteniendo el RNA, a la
cual se adicion6 un volumen equivalente de etanol al 70%. Esta solucién se transfirié
a una mini columna de centrifugacion del kit RNeasy (QIAGEN 74104) para realizar la
purificacion y precipitacion del RNA segun las indicaciones del fabricante. La calidad
y cantidad del RNA fue evaluada mediante el espectrofotbmetro NanoDrop ™ 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc.) y el equipo Agilent 2100 Bioanalyze usando el kitRNA
6000 Nano LabChip (Agilent TechnologiesLtd.). Todas las muestras tenian proporcién
260/280 superior a 1.9 y valor de integridad (RNA integrity numbers- RIN) mayor a
7.8. Las muestras fueron conservadas a -70°C hasta su uso.

e Ensayo de microarreglos.

Se utilizaron dos tipos de muestras: una proveniente de macréfagos infectados y la
otra de no infectados. Por cada condicion se realizaron tres réplicas biolégicas y para
cada una de ellas tres réplicas técnicas para un total de 18 microarreglos. El servicio
de microarreglos fue contratado con la compafiia Almac Diagnostics (Durham U.K).

En la metodologia utilizada por Almac Diagnostics se reporta que inicialmente se
redujo la cantidad de RNA ribosomal de las muestras de RNA total usando el kit
RiboMinus™ Human transcriptome isolation (Life Technologies K155001). Se
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sintetizO el DNAc de cadena sencilla usando NuGENOvation™RNA amplification
system (NUGEN Technologies Inc. 3100-12) y el DNAc fue fragmentado y marcado
con biotina mediante el kit GeneChip® WT Terminal Labelling Kit (Affymetrix
Inc.900670). Cada fragmento marcado fue hibridado en el microarreglo Affymetrix
GeneChip® Human Exon 1.0 ST Array. (Affymetrix Inc. 900649) durante 16 horas a
45°C. Finalmente, los arreglos hibridados fueron lavados, tefiidos y escaneados
usando el GeneChip® Fluidics Station 450 y el escaner GeneChip® Scanner 3000
(Affymetrix Inc.) para generar los datos crudos de los niveles de expresion.

e Normalizacién y procesamiento de datos de microarreglos.

Los datos crudos generados por la aplicacion Affymetrix Expression Console versiéon
1.1 (EC), fueron normalizados aplicando el algoritmo de Robust Multichip Average
(RMA). Se utilizd la herramienta Exon QC Summary version 1, basados en los
estandares de Almac Diagnostics Gene Chip Quality Control para evaluar la calidad
de los datos.

En la etapa de procesamiento los datos se filtraron teniendo en cuenta la intensidad
de las sondas (p valor = 0.01 para el ruido de fondo) y la varianza (a = 0,8). Con estos
parametros se eliminaron los transcritos poco informativos, obteniendo 15237
conjuntos de sondas que superaron los umbrales estadisticos que dan soporte a la
confianza de los genes detectados. Este analisis fue realizado con la herramienta de
Feature Selection Workflow (version102), desarrollada por Affymetrix.

e Identificacion de genes diferencialmente expresados.

Mediante el método de andlisis estadistico ANOVA y comparaciones pos-hoc se
identificaron los transcritos diferencialmente expresados entre los grupos evaluados
(i.e. macrofagos infectados y no infectados) y las réplicas bioldgicas. El efecto de
inflacién por la aplicacién de las pruebas mudltiples se redujo usando la tasa de falsos
positivos (false discovery rate — FDR) de la ANOVA de los valores p [69].

La matriz de datos pre-procesada se estandariz6 con la mediana de los valores de
expresion de las sondas y con la aplicaciéon de los algoritmos Euclidean distance y
Ward’slinkage. Los transcritos diferencialmente expresados se seleccionaron
considerando un cambio en la expresién de minimo 1,5 veces entre los grupos, con
un valor p < 0.05.Con el programa Partek® Genomics Suite version 6.5 se generaron
los mapas de calor que muestran las agrupaciones jerarquicas de las réplicas
biol6gicas y técnicas.

Los datos crudos y los datos procesados fueron depositados en la base de datos
Gene Expression Omnibus (GEO) con el numero de acceso GSE61211 de acuerdo a
los lineamientos de MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment)
[70].
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¢ Andlisis de enriquecimiento funcional.

Para este andlisis se emplearon dos herramientas, una desarrollada por ALMAC
Diagnostics: Functional Enrichment Tool (FET), basado en las anotaciones de Gene
Onthology (GO)[71] y la otra, el software comercial Ingenuity Pathways Analysis (IPA,
Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com). Los andlisis permitieron identificar y
ordenar las entidades biolégicas asociadas con las listas de genes expresados
diferencialmente[72]. Cada entidad se ordené de acuerdo al valor estadistico obtenido
en el andlisis de enriquecimiento[73] y éste fue ajustado para “multiples pruebas” [69].
De este modo se evalud la probabilidad de que la asociacion entre un gen particular y
una entidad biol6gica se debiera al azar.

6.5.1. Validacién de los niveles de expresién por PCR cuantitativa (qPCR).

Se utilizé6 RT-gPCR con el fin de validar los resultados obtenidos por microarreglos. Se
seleccionaron 14 genes de los cuales 9 fueron escogidos al azar dentro del grupo de
los 218 genes con expresion diferencial, 4 genes que hacen parte de la via de la
biosintesis del colesterol y el Gltimo gen corresponde a gro-B el cual fue seleccionado
para validar el modelo debido a que ha sido reportado en mdltiples ensayos de
microarreglos. Los genes 82M y GNB2L1 fueron usados como genes housekeeping
dado que su expresién en macrofagos infectados y no infectados no varié en los
ensayos de microarreglos. Las secuencias de los iniciadores empleados para
amplificar los genes housekeeping y los genes seleccionados se encuentran en la
tabla 8.

e Generacion de cDNA

Las muestras de ARN utilizadas para los andlisis de microarreglos fueron tratadas
con DNAsa | (Invitrogen 18068-015) adicionando 1U de enzima por cada g de
ARN, con el fin de eliminar cualquier contaminacion con ADN gendémico.
Empleando el kit de retro-transcripcion: High Capacity RNA-to-cDNA (4387406)y
siguiendo las instrucciones del fabricante, se obtuvo cDNA a partir del RNA tratado
previamente con DNAasa |. En cada experimento de retro-transcripcion se empled
como control negativo el RNA sin la enzima retro-transcriptasa.

e Disefo de primers.

Se disefiaron primers para los 14 genes y los genes house keeping (-2
microglobina y GNB2L1 usando la herramienta Primer3
(http://bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Se utilizaron las siguientes secuencias:
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Temperatura de

Gen Secuencia de primers utilizados anillamiento (°C)
Fwd GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG
GNB2L1 60,0 °C
Rev GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC
Fwd ACTGAATTCACCCCCACTGA
B2M 60,0 °C
Rev CCTCCATGATGCTGCTTACA
Fwd GATGTGGGAATTGTTGCCCTT
HMGCS1 62,0°C
Rev ATTGTCTCTGTTCCAACTTCCAG
Fwd AGCTTGCCCGAATTGTGTGT
HMGCR 630 °C
Rev CCAATGCCCATGTTCCAGTT
Fwd GCCAGAGACATGGGAAAACC
MSMO1 62°,0°C
Rev GCACAACCAAAGCATCTTGC
Fwd CTCCTGCAGGGGTTGTGAAC
DHCR7 63,0 °C
Rev CGAAGGTGGAGACGGCATAG
Fwd ACGACATTCCCTGACCCAGA
ATP8B4 63,0°C
Rev AGGCCTTCGGCTACTTGGAG
Fwd CTGGGACGTGACCACCACTA
B3GNT7 62,0°C
Rev GACCGACTTGACAACCACCA
Fwd GGGGAGTCATGAGCCGTTTC
Cl4orfl 63,0°C
Rev AGCGTCCAGATCCCAAAGGT
Fwd CTCGTCGGGGTCTGTGTCTT
CDKN1 63,0°C
Rev CAGGCTAGGGCTCCCGTTA
Fwd TGCTGAAAAATGGCAAATCC
CXCL2 61,0 °C
Rev CATTAGGCGCAATCCAGGT
Fwd CTTTGCCACCTTTTGGGTGT
FADS1 63,0 °C
Rev TGTCCCTTTGTGGCCATGTA
Fwd AGGCAGCGGACAAAGAGGTAAA
HSP40 63,0°C
Rev CTGGGTCCTCTCTGCTGCTT
Fwd GTTTCGCAGATCCGTTAGGC
KCNE4 63,0°C
Rev CTGAAACCCAGGAGGTGGAG
Fwd ACCAAAGCTGCGGAGAGAAG
KCNK3 63,0°C
Rev GAGTGAGGGGGAAGCAACAC
Fwd TACACCGTATCCCGGTAGCC
LRRC37A3 63,0 °C
Rev AGGAGCTGTGGAAGCTGTGC
Fwd GGCTGCTTCAAGGACAAGTG
MDP1 62,0°C
Rev ATTCCGCCTCTCATCATCAA
Fwd TGAGGACACCAGCATGAACC
MMP3 63,0 °C
Rev GCATCACCTCCAGAGTGTCG
Fwd CCAGCTACTGGTCCTGCTGA
MUCL1 63,0 °C
Rev CCCAACCCATTTGGGTAAAA
Fwd TTCTTAGTGGAGGGCCCAGA 63,0 °C
PLEKHA1
Rev ACGGAAAGCGTGTTTGGATT
PSME2 Fwd GGTGCTGGAGAGGGTGAATG 62,0°C
Rev CCATAGGCTGCCTCATCTCG
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Fwd AGAGAGCTAGGCCGAGTCCA
RHOB 63,0 °C
Rev GCGTTCTCTCGCTGCGCTT
Fwd AGGGAATAACCGCGAATGCT
SEPTIN11 63,0°C
Rev CTGCTGAGGCGGTGAGAAGT
Fwd CCTCCTGCCTGTGGACATTC
STAT2 63,0 °C
Rev CTGCAACGGCCACACTCATA

Tabla 8. Condiciones de amplificacion de los genes seleccionados para hacer la validacion, por RT g-PCR, de los resultados de

microarreglos. Se reportan las secuencias de los primers y la temperatura de anillamiento para cada gen.

e (-PCR.

Se cuantificaron los niveles de expresion de los genes mediante gPCR usando el kit
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BIO-RAD 172-5201). La mezcla de reaccion para la
PCR en tiempo real se realiz6 adicionando 1 yL de cDNA, 10 pL de master mix y el
volumen correspondiente de iniciadores. La mezcla se llevé a volumen final de 20 pl
con agua ultra pura. La PCR se llevé a cabo segun el siguiente perfil térmico:

G
95eC 95eC o 952C
3:00 0:30 12C/ciclo

602C t 65eC
0:30 ° 0:20
L o 44x
Activacion Desnaturalizacion Anillamiento Curva melting

dela delcDNA
enzima

Figura 2. Perfil térmico. Configuracién para realizar la gPCR, la temperatura de anillamiento depende del gen evaluado segln lo

consignado en la tabla 8.

Los valores de expresion fueron determinados por el método AACq usando el médulo
Gene Expression del software CFX manager™ version 3.0 (BIORAD). El andlisis se
hizo normalizando los valores de expresion de los genes de interés con la expresion
de los genes de referencia (housekeeping). Para comparar los niveles de expresion
de los genes de los macrofagos infectados versus los de macréfagos no infectados se
tomd como condicién control: macréfagos no infectados. Estos ensayos se realizaron
por triplicado para las tres diferentes réplicas bioldgicas de las muestras de cDNA de
macrofagos infectados y no infectados.
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6.6. Analisis estadistico

e Cinética de crecimiento de las lineas celulares U937 y U937-GFP: Para determinar
si el tipo de linea celular tiene algun efecto en la relacion que existe entre la
concentracion celular y el dia de cultivo se aplico el modelo de regresion lineal con
el programa STATA 13.

o Porcentaje de diferenciacidon de las lineas celulares. Para comparar la capacidad
de diferenciacion entre las lineas U937 y U937-GFP se aplicé la prueba t-Student
con nivel de confianza del 95%.

e Niveles de expresion de proteina obtenidos por Western blot: se calcul6 la media
geométrica de las densidades Opticas relativas normalizadas con el control de
carga, de las tres réplicas bioldgicas de las lineas evaluadas. Para cuantificar las
diferencias entre las sefiales obtenidas en los ensayos de Western blot, la media
geométrica de las densidades relativas se expresé en porcentaje y la resta entre
el porcentaje de la linea de referencia y el porcentaje de cada linea evaluada se
interpreté como la diferencia de expresiéon (Biosciences, 2013).

e Fenotipo de infeccion: para determinar si existian diferencias estadisticas
significativas en el porcentaje de infeccién entre las lineas celulares generadas
respecto a la linea parental, se aplico la prueba X? Para establecer si habian
diferencias entre las cargas parasitarias de las lineas celulares evaluadas se
aplic6 la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de mudltiples
comparaciones de Dunn.

Los andlisis estadisticos se realizaron con los programas Stata 13 y GraphPad
Prism 5.0.

7. Resultados

7.1. Determinaciobn del momento de la replicacibn de amastigotes -
establecimiento de la infeccion.

Para determinar el momento del establecimiento de la infeccién se indujo la diferenciacion
de macréfagos derivados de células U937 incubando 1,2 x 10° células durante 120 horas
con PMA en medio RPMI-1640 complementado con 10% de FBS a 37 °C, en una
atmosfera de 5% de CO, sobre una matriz de vidrio en una placa de 24 pozos. Los
macroéfagos fueron infectados con promastigotes opsonizados de L. (V.) braziliensis en
proporcion 15:1 respecto a los macréfagos y se calculd la carga parasitaria cada 24 horas
mediante tincion de Giemsa y observacion por microscopio Optico. El experimento fue
realizado por triplicado y en cada tiempo se evaluaron 3 réplicas técnicas (figura 3).

La carga parasitaria se mantiene estable durante a las primeras 48 horas y hacia el final
del periodo evaluado (entre las 96 y 120 horas). No obstante, entre las 48 y 72 horas se
observa un aumento de la carga parasitaria, indicando la replicacion activa de los
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amastigotes durante la infeccién. Teniendo en cuenta lo anterior se selecciond la
evaluacién de la infeccion a las 72 h ya que es el momento en el cual se observé que los
amastigotes se estaban replicando dentro del macréfago y la infeccion se habia
establecido.

10,00
9,00 /}
8,00

7,00 j/

6,00

5,00 /

4,00 ;_V

3,00
2,00 : : : : .

24 48 72 96 120
Tiempo post-Infeccion

e

amastigotes/macrdfago

Figura 3. Evaluacion de la carga parasitaria de macroéfagos infectados con Leishmania braziliensis durante 120 h  Se observ6 que a las 72

horas habia replicacién de los amastigotes y se escogi6 este tiempo para realizar todos los experimentos.

7.2. Determinacion del efecto de la expresién y silenciamiento de un gen exdgeno
en el fenotipo de infeccion de células U937 infectadas con L. braziliensis

Con el fin de evaluar de una forma eficiente la capacidad de las células U937 para ser
modificadas genéticamente y determinar si estas modificaciones se podian evidenciar en
los macro6fagos derivados de la linea celular, las células fueron transducidas con vectores
lentivirales que portan el gen codificante para la proteina GFP. Una vez verificada la
expresion del gen, las células fueron transducidas convectores portando un constructo
que codifica para shRNAs contra el gen GFP. Con estos procedimientos se evalud la
expresion y silenciamiento de un gen exdgeno. La seleccion de este gen se realiz6
teniendo en cuenta que la proteina codificada es estable y no requiere co-factores o
sustratos adicionales para ser visualizado mediante microscopia de fluorescencia.
Adicionalmente, se verifico si la expresion de GFP afecta las caracteristicas basicas de la
linea celular. Por tal razén se evaluaron los parametros de curva de crecimiento, viabilidad
y diferenciacion.

7.2.1. Expresion de un gen exégeno: gfp

La eficiencia de la transduccion se evalué por microscopia a las 72 horas después de la
adicion de los lentivirus al cultivo celular. Los resultados mostraron que el 100% de las
células expresaron el gen gfp. Se observo variacion en la intensidad de la fluorescencia
entre las células de la poblacion evaluada (Figura 4A). Durante los 20 pases realizados a
la linea celular U937-GFP, 100% de las células mantuvieron la expresion del gen. No fue
necesaria la selecciéon con antibioticos.
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7.2.2. Caracterizacion de la linea expresando GFP

. Cinética de crecimiento

El modelo de regresién lineal como era esperado, mostré que el dia del cultivo explica el
90% de la variabilidad de la concentraciéon celular (R*=0,8959). Al realizar el modelo
incluyendo la variable del tipo de linea celular se demostré que el crecimiento no es
afectado por éstas como se observa en la figura 4B, en donde ambas curvas de
crecimiento se solapan en la mayoria de los dias de cultivo.

HOECHST Combinada

N - --

Crecimiento U937-GFP vs U937 parental

Crecimiento U937 y U937-GFP
30,0

25,0

20,0

——U937-GFP
15,0

—U937
10,0

Células/ml x 10°

5,0

0,0
1 2 3 4 5

Dias de cultivo

Figura 4. Células U937 expresando la proteina verde fluorescente y cinética de crecimiento. A) imagenes de microscopia de
fluorescencia tomadas a 1000 aumentos. Nucleos teflidos con 1,25 pug/mL de Hoechst (izquierda), células expresando GFP
(centro) e imagen resultante de la combinacion de los dos canales de fluorescencia (derecha).B)Cinética de crecimiento de las

lineas celulares U937y U937-GFP, se grafican las medianas de 3 experimentos independientes.

e Diferenciacién de monocitos a macréfagos:

Al aplicar la prueba de t-Student, los resultados mostraron que no hay diferencias
estadisticas significativas entre el porcentaje de diferenciacion a macréfagos dela linea
U937-GFP respecto a la linea parental U937 (p=0,3298)(figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de diferenciacion de las lineas celulares U937-GFP y U937. Las lineas celulares fueron diferenciadas a macréfagos

mediante tratamiento con PMA, 100 pg/mL, durante 120 horas sobre una matriz de vidrio. Se muestra los resultados obtenidos a partir de

3 experimentos independientes.

7.2.3. Silenciamiento del gen exégeno

Con el objetivo de evaluar el silenciamiento se compararon, mediante western blot, los
niveles de la proteina GFP de las lineas U937-GFP/shRNA-GFP y U937-GFP/shRNA no
relacionados (Control negativo) con los niveles de expresion de la linea U937-GFP. Se
encontré una reduccion de 88.9% en los niveles de GFP de la linea U937-GFP/shRNA-
GFP. No se registro reduccion de los niveles de la proteina en la linea U937-GFP/shRNA
no relacionados (Figura 6A). Se muestra el promedio de tres experimentos en los que se
evaluaron los niveles de expresion de la proteina GFP en las lineas celulares U937,
U937-GFP/shRNA-GFP y U937-GFP/shRNA-no relacionados tomando como referencia la
linea U937-GFP(Figura 6B).
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Figura 6. Comparaciéon de la expresion de GFP en diferentes lineas celulares A)Western blot de los niveles de la proteina GFP
expresados en porcentaje. La linea celular U937-GFP fue transducida con vectores lentivirales que portaban un constructo para la
expresion de shRNA dirigido contra GFP o shRNAs no relacionados. Las diferentes lineas celulares fueron diferenciadas a macréfagos
y se realizé extraccion de proteinas. Para el SDS-PAGE se cargaron 25 ug de proteina total en dos geles de acrilamida/bisacrilamida
al 10%. Uno de ellos fue empleado para el Western blot y el otro como control de carga tefiido con azul de Coomassie. Se observa
disminucion de los niveles de proteina en la linea U937-GFP/shRNA-GFP respecto a la linea U937-GFP y al control negativo U937-
GFP/shRNA-no relacionados.B) Niveles de expresion de la proteina GFP de las lineas celulares U937, U937-GFP/shRNA-GFP y

U937-GFP/shRNA-no relacionados normalizadas respecto a la expresion de la linea U937-GFP.

7.2.4. Evaluacion del fenotipo de infeccién de la linea silenciada para gfp

Después de realizar la evaluacion funcional se encontré que las lineas celulares que
expresan GFP tenian menor porcentaje de infeccidn y carga parasitaria que la linea
parental y la linea silenciada para GFP.

Se utilizé la prueba de X? para evaluar la independencia o asociacion entre las lineas
celulares (U937-GFP, U937-GFP/shRNA-GFP, U937-GFP/shRNA-no relacionados y
U937) y el porcentaje de infeccién. Los andlisis de X? para las lineas celulares con
expresion de GFP arrojaron valor p<0,05, lo que indica que hay asociacién entre las
lineas celulares expresando GFP vy el porcentaje de infeccién. De otra parte, los analisis
de X? realizados para la linea sin expresién de GFP o silenciada para gfp arrojaron valor
p=0,05 lo que indica que no hay asociacién entre el tipo de linea celular y el porcentaje de
infeccion. Como se observa en la figura 7 y tabla 9 las lineas celulares con expresiéon de
GFP (U937-GFP y U937-GFP/shRNA-no relacionados) presentan porcentaje de infeccion
similar, el cual es inferior al porcentaje de infeccion registrado para las lineas sin
expresion o con baja expresion de GFP (U937 y U937-GFP/shRNA-GFP).Estos
resultados sugieren que la expresion de GFP estd relacionada con los cambios
registrados en el porcentaje de infeccién.

Para determinar si hay diferencias estadisticas en la carga parasitaria de las lineas
evaluadas se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis la cual dio como resultado que hay
diferencias estadisticas significativas entre las lineas y la linea parental (p=0,0001). Por
medio de la prueba de multiples comparaciones de Dunn se identificé que las diferencias
estadisticas significativas se dan entre la linea parental (U937) y la linea U937-GFP y
entre la linea parental y la linea U937-GFP/shRNA-no relacionados(p<0.05), mientras que
no hubo diferencias significativas entre la linea parental y la linea U937-GFP/shRNA-GFP.

. : . L Promedio carga
Linea celular Porcentaje de infeccion + SD "
parasitaria
U937 44,4% +4,97 2,0
U937-GFP 29,4% + 4,56 1,3
U937-GFP/shRNA-GFP 45,3%z= 4,98 2,4
U937-GFP/shRNA-no relacionados 32,2% + 4,65 1,1

Tabla 9. Valores de porcentaje de infeccién y carga parasitaria de cada una de las lineas evaluadas: U937, U937-GFP, U937-GFP/shRNA

GFP y U937-GFP/shRNA no relacionados.SD: Desviacion estandar.
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Figura 7. Resultados de la evaluacion funcional de las diferentes lineas celulares: porcentaje de infeccién y carga
parasitaria. Se indujo diferenciaciéon a macréfagos de las lineas: U937, U937-GFP, U937-GFP/shRNA-GFP y U937-GFP/shRNA-
no relacionados mediante tratamiento con 100 ng/mL de PMA durante 120 horas. Los macréfagos obtenidos fueron infectados con
promastigotes de L. braziliensis. Después de 72 horas de infeccion los macréfagos infectados fueron fijados con paraformaldehido
y se realiz6 tincion fluorescente. La determinacion del porcentaje de infeccién y la carga parasitaria fue realizada mediante el

andlisis de fotografias de fluorescencia y el programa CellProfiler. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes.

7.3 Determinacion del efecto del silenciamiento de un gen endégeno en el fenotipo
de infeccion de células U937 infectadas por L. braziliensis

Una vez validada la capacidad de las células de expresar un gen exdgeno y de silenciarlo
se procedié con el silenciamiento de un gen constitutivo: Lamin-A a manera de gen
modelo. Este gen ha sido empleado en multiples estudios como gen control del proceso
de silenciamiento y fue utilizado en los primeros estudios realizados con pequefios RNA
de interferencia (SiRNAs). Como estrategia experimental se seleccioné la misma
metodologia usada para el silenciamiento de GFP de acuerdo a los resultados obtenidos.
El fenotipo de infeccion de las células silenciadas se caracterizd cuantitativamente,
mediante la determinacion de los parametros: porcentaje de infeccion (ndmero de
macrofagos infectados por cada 100 macr6fagos muestreados) y carga parasitaria
(parasitos por macrofagos totales muestreados).

7.3.1 Silenciamiento del gen enddégeno: Imna

Con el objetivo de evaluar el silenciamiento se compararon los niveles de la proteina
LMNA entre las lineas U937 y U937/shRNA-LMNA y como control negativo se utilizaron
células U937 transducidas con shRNA no relacionados (U937/shRNA no relacionados).
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Se obtuvo que la linea celular U937/shRNA-LMNA tuvo una reduccion del 87,5% de
LMNA respecto a la linea parental U937, mientras que la linea U937/shRNA no
relacionados no mostro reduccion alguna en los niveles de LMNA (Figura 8A). Se muestra
el promedio de tres experimentos en los que se evaluaron los niveles de expresién de la
proteina LMNA en las lineas celulares U937, U937/shRNA-LMNA y U937/shRNA-no
relacionados tomando como referencia la linea parental U937(Figura 8B).

A.
U937 U937/shRNA-LMNA U937/shRNA-no-relacionados
LMNA
(70 KDa) — —— —v e c—
Gel (control
de carga)
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:§ g 80,0
E S 600
g3
o
g< 400
28
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2
= 0,0

U937 U937/shRNALMNA U937-GFP/shRNA no
relacionados

Figura 8. Evaluacion del silenciamiento del gen LMNA. A) Western blot de los niveles de la proteina LMNA expresados en porcentaje. Las diferentes
lineas celulares fueron diferenciadas a macréfagos y se realizé extraccion de proteinas. Para el SDS-PAGE se cargaron 50 pg de proteina total en dos geles
de acrilamida/bisacrilamida al 8%. Uno de ellos fue empleado para el Western blot y el otro como control de carga. Se observa disminucién de los niveles
de proteina en la linea U937/shRNA-LMNA respecto a la linea U937 y al control negativo: U937/shRNA-no-relacionados. Se muestra el gel de
poliacrilamida, tefiido con azul de Coomassie como control de carga.B) Niveles de expresion de la proteina LMNA de las lineas celulares, U937/shRNA-

LMNA y U937/shRNA-no-relacionados normalizadas respecto a la expresion de LMNA de la linea parental U937.

7.3.2 Evaluacion del fenotipo de infeccion de la linea silenciada para Imna

Los resultados de la prueba X?, empleada para evaluar la independencia o asociacién
entre las diferentes lineas celulares (U937, U937/shRNA-LMNA y U937/shRNA-no
relacionados) con el porcentaje de infeccidn arrojé un valor p=0,001 lo que indica que hay
asociacion entre la linea celular y el porcentaje de infeccion. Como se observa en la figura
9y en la tabla 10 la linea celular con reduccion en la expresion del gen Imna presenta un
menor porcentaje de infeccion que las lineas no silenciadas.
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Comparando la carga parasitaria de las lineas celulares evaluadas, mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, se encontr6 que al menos uno de los valores es diferente de los otros.
Aplicando la prueba de multiples comparaciones de Dunn se determind que hay
diferencias estadisticas significativas entre la linea celular U937 y la linea U937/shRNA-
LMNA, asi como entre la linea U937/shRNA-LMNA respecto a la U937/shRNA no
relacionados. No hay diferencias significativas entre la linea celular U937 y U937/shRNA-
no relacionados.

Los resultados de los porcentajes de infeccién y carga parasitaria se representan en la
tabla 10.

Linea Celular Porcentaje de infeccion + | Promedio carga
SD parasitaria
U937 44,4% + 4,97 2,02
U937/shRNA LMNA 38,6% + 4,87 1,29
U937/shRNA no relacionados 46,0% + 4,99 2,39

Tabla 10. Valores de porcentaje de infeccion y carga parasitaria de cada una de las lineas evaluadas: U937, U937/shRNA LMNA y

U937/shRNA no relacionados.
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Figura 9. Resultados de la evaluacion funcional de las diferentes lineas celulares evaluadas en términos de porcentaje de infeccion
y el promedio de la carga parasitaria. Se indujo diferenciaciéon a macréfagos de las lineas: U937, U937/shRNA-LMNA y U937/shRNA-no-
relacionados mediante tratamiento con 100 ng/mL de PMA durante 120 horas. Los macréfagos obtenidos fueron infectados con
promastigotes de L. braziliensis. Después de 72 horas de infeccion, los macréfagos infectados fueron fijados con paraformaldehido y se
realiz6 tincion fluorescente. La determinaciéon del porcentaje de infeccion y la carga parasitaria fue realizada mediante el andlisis de

fotografias de fluorescencia y el programa CellProfiler. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes.
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7.4 Determinacion del efecto del silenciamiento del gen gro-B en el fenotipo de
infeccion de células U937 infectadas por L. braziliensis

Una vez seleccionado gro-f como gen de interés, dentro del panel de genes con
expresion diferencial en macrofagos infectados con Leishmania braziliensis, se validaron
los resultados de microarreglos mediante gPCR, se disefiaron y generaron 4 shRNAs
diferentes dirigidos contra el mismo gen con el fin de silenciarlo. Los cambios en los
niveles de proteinas en las células transducidas y no transducidas se verificaron mediante
Western blot. El fenotipo de infeccibn de las células transducidas se caracterizd
cuantitativamente mediante la determinacion de los parametros: porcentaje de infeccion y
carga parasitaria.

7.4.1 Identificacibn de genes diferencialmente expresados en macréfagos
infectados y no infectados

De los aproximadamente 28000 genes estudiados en los microarreglos 15237 fueron
detectados en los ensayos, de éstos Ultimos, 295 genes estaban diferencialmente
expresados entre los macréfagos infectados y no infectados con una tasa de cambio
mayor a 1,5 o menor a -1,5 y un p-valor menor a 0,05 (anexo 1). De los genes expresados
diferencialmente,105 se encontraban sobre-expresados y 190 genes regulados
negativamente. Se escogi6 el gen gro-8 para determinar el efecto de su silenciamiento
sobre el fenotipo de infeccién por L. (V.) braziliensis.

7.4.2 Validacion de los niveles de expresion por PCR cuantitativa (qPCR)

Los resultados del andlisis de expresion del gen gro-B por PCR en tiempo real,
normalizando previamente con los genes de referencia (B-2-microglobina y GNB2L1),
mostré niveles de expresion de 2,69 veces mas en macréfagos infectados respecto a la
expresion del gen en macréfagos no infectados (p=0,0000)(Ver tabla 11 y Figura 10). Los
resultados por gPCR confirman los resultados obtenidos por microarreglos en cuanto a la
expresion diferencial del gen seleccionado en macréfagos infectados y no infectados.

Gen NExpre_sic’m Expresic')n_relativa Regulacion valor de p
ormalizada normalizada
B2M N.A. N.A. Sin cambio 0,6131
GNB2L N.A. N.A. Sin cambio 0,5853
CXCL2 0,60122 2,68646 Sobre-expresado 0,0000

Tabla 11. Niveles de expresion de CXCL2 (gro-B) normalizados con los genes de referencia B2M y GNB2L1.La tabla muestra el gen
evaluado, el valor de la expresion del gen normalizada respecto a los genes de referencia (B2M y GNB2L), la expresion relativa normalizada
respecto a la condicién control (macréfagos no infectados), el tipo de regulacion de la expresion y el valor p de los andlisis estadisticos de los

valores de expresion relativa normalizada.
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Figura 10. Niveles de expresion por gPCR del gen CXCL2 (gro-B) en macréfagos infectados y no infectados. Se evalu6 de manera
cuantitativa mediante gPCR la expresion del gen CXCL2 (gro-8) en macréfagos infectados con L. braziliensis durante 72 horas. Los niveles
de expresion del gen fueron normalizados respecto a los genes de referencia B2M y GNB2L y la expresion relativa se calcul6 respecto a la

expresion de este gen en los macréfagos no infectados. Las barras muestran la desviacion estandar.

7.4.3 Silenciamiento del gen gro-8

Para evaluar el silenciamiento genético del gen gro-8 se compararon los niveles de
expresion de la proteina gro-B entre las lineas U937, U937/shRNA-Gro-f y U937/shRNA
no relacionados (control negativo). La linea celular U937/shRNA-Gro-B presenté una
reduccion del 74,4% de la expresion de la proteina gro-B respecto a la linea parental
U937, mientras que la linea U937/shRNA no relacionados mostré una reduccion de 21,0%
en los niveles de gro-B respecto a la linea parental U937 (Figura 11A). Se muestra el
promedio de tres experimentos en los que se evaluaron los niveles de expresion de la
proteina Gro-B en las lineas celulares U937, U937/shRNA-Gro-B y U937/shRNA-no-
relacionados tomando como referencia la linea parental U937(Figura 11B).
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Figura 11. Evaluacion del silenciamiento del gen gro-B: A) Western blot de los niveles de la proteina Gro-f expresados en porcentaje. Las
diferentes lineas celulares fueron diferenciadas a macroéfagos y se realizd extraccion de proteinas. Para el SDS-PAGE se cargaron 100ug de
proteina total en dos geles gel de acrilamida/bisacrilamida al 15 %. Uno de ellos fue empleado para el Western blot y el otro como control de
carga.Se observa disminucién de los niveles de proteina en la linea U937/shRNA-Gro-B respecto a la linea U937 y al control negativo:
U937/shRNA-no-relacionados.B) Niveles de expresion de la proteina Gro-f de las lineas celulares U937/shRNA Gro-B y U937/shRNA-no-

relacionados normalizadas respecto a la expresion de la linea parental U937.
7.4.4 Evaluacion del fenotipo de infeccion de la linea silenciada para gro-8

Los resultados de la prueba X?, empleada para evaluar la independencia o asociacién
entre las diferentes lineas celulares (U937, U937/shRNA-Gro-f y U937/shRNA-no-
relacionados) con el porcentaje de infeccién arrojé un valor p=0,000 lo que indica que hay
asociacion entre la linea celular y el porcentaje de infeccion. Como se observa en la figura
12 y en la tabla 12 la linea celular con reduccién en la expresion del gen gro-B presenta
un menor porcentaje de infeccién que las lineas no silenciadas.

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis, para comparar las cargas parasitarias de las tres
lineas evaluadas, se determiné que al menos una de las lineas diferia de las otras en
términos de carga parasitaria. Por la prueba de multiples comparaciones de Dunn se
identific6 que hay diferencias estadisticas significativas entre la linea parental y las lineas
U937/shRNA-Gro-B y entre la linea parental y la linea U937/shRNA-no-relacionados.
También se encontraron diferencias significativas entre la linea silenciada y la linea
U937/shRNA no relacionados. Teniendo en cuenta los porcentajes de infeccion y carga
parasitaria obtenidos para cada linea (tabla 11) se infiere que los macroéfagos derivados
de la linea silenciada U937/shRNA-Gro-f son menos susceptibles de ser infectados por
promastigotes de Leishmania braziliensis.
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Linea Celular Porcentaje de infeccion + SD Carga parasitaria
U937 44,4% + 4,97 2,02
U937/shRNA-Gro-8 21,7% + 4,08 0,48
U937/shRNA no relacionados 57,7% + 4,94 3,86

Tabla 12. Valores de porcentaje de infeccion y carga parasitaria de cada una de las lineas evaluadas: U937, U937/shRNA Gro-B y

U937/shRNA no relacionados.
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Figura 12. Resultados de la evaluacion funcional de las diferentes lineas celulares: porcentaje de infeccién y carga parasitaria. Se indujo
diferenciacion a macréfagos de las lineas: U937, U937/shRNA-Gro-B y U937/shRNA-no-relacionados mediante tratamiento con 100 ng/mL
PMA durante 120 horas. Los macréfagos obtenidos fueron infectados con L. braziliensis. Después de 72 horas de infeccion, los macréfagos
infectados fueron fijados con paraformaldehido y se realizé tincién fluorescente. La determinacion del porcentaje de infeccion y la carga
parasitaria fue realizada mediante el andlisis de fotografias de fluorescencia y el programa CellProfiler. Se muestra el promedio de 3

experimentos independientes.

7.5 Resultados de los ensayos de microarreglos
7.5.1 Expresion global de genes de macréfagos infectados por L. (V.) braziliensis

De los aproximadamente 28000 genes estudiados en los microarreglos 15237 fueron
detectados en los ensayos, de estos 295 genes estaban diferencialmente expresados
entre los macréfagos infectados y no infectados con una tasa de cambio mayor a 1,5 0
menor a -1,5 y un p-valor menor a 0,05 o una tasa de cambio de 1,3 y p< 0,02 de acuerdo
a lo reportado por Huggins y colaboradores [74] (Figura 13, ANEXO 1).

De los genes expresados diferencialmente 105 se encontraban sobre-expresados y 190
genes regulados negativamente en macrofagos infectados con respecto al control.
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Entre el set de genes sobre-expresados se detectaron algunos asociados al citoesqueleto
del macréfago tales como TUBA3, TUBB2B y SEPT11; genes relacionados con respuesta
inmune como la quimiocina CXCL2 y el gen WNT7B perteneciente a la familia WNT. Otros
genes estan asociados a la regulacion de iones de metales pesados como las
metalotioneinas MT1G y MT3.

Entre el grupo de genes regulados negativamente, se destacaron los genes HMGCS1,
STARD5, MSMO1 (SC4MOL) y STARD4, HMGCR, DHCR7, SC5DL, FADS1, FADS2,
APOB48R y APOL6 asociados con el metabolismo y transporte de lipidos. Fueron
escasos los genes asociados con la respuesta inmune, entre estos se encontraron el gen
codificante para la IL18 y para el factor de transcripcion STAT2.
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Figura 13 Niveles de expresién de los genes detectados por los ensayos de microarreglos. a) Volcano plot de los 12629 genes
detectados en los ensayos de microarreglos. La linea punteada muestra el limite en el cual se consider6 significancia estadistica (0.05). Las
lineas verticales indican el Fold change de -1,5 y 1,5 que fueron tomados como punto de corte para seleccionar los genes expresados

diferencialmente. b) Distribucién de los Fold Change de los 218 genes expresados diferencialmente.
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Catorce genes fueron validados por qPCR, los resultados fueron concordantes con los
obtenidos por microarreglos para 12 genes, sin embargo los genes KCNK3 y S1PR2 no
registraron cambios en la expresion por gPCR entre macréfagos infectados y no
infectados, mientras que por microarreglos se identificaron como sobre-expresados

MUCL1
RHOB
*S1PR2
MMP3
B3GNT7
* KCNK3
SEPTIN11
CXCL2

HSP40

FADS1 — RT-qPCR (fold change)

DHCR7 H .
B Microarrays (fold change)
MSMO1

HMGCR * Genes sin cambio en su expresién

HMGCS1 1

6 45 -3 -15 0 15 3 45 6
Fold change

Figura 14. Validacién por RT-qPCR de los niveles de expresién obtenidos en los ensayos de microarreglos. De los 218 genes con
expresion diferencial entre macréfagos infectados y no infectados, identificados en los ensayos de microarreglos, se evaluaron 14 genes por
RT-gqPCR para validar sus niveles de expresion. Se obtuvo que 85,7% (12/14) de los datos de expresion de los genes evaluados por RT-

gPCR fueron consistentes con los resultados obtenidos por microarreglos.

7.5.2 ldentificacibn de entidades biolbégicas mediante los andlisis de
enriguecimiento funcional

Se realiz6 andlisis de enriguecimiento funcional, empleando la herramienta FET y el
software |IPA para identificar las entidades biologicas asociadas a los genes
diferencialmente expresados.

El andlisis realizado con IPA evidencié con base en los analisis estadisticos: p-value y p-
value FDR (False discovery rate) > 0,05, que las principales vias canonicas reguladas
durante la infeccion fueron la biosintesis de esteroides, a la que estan asociados los
genes: sc5dl, hmgcer y dher7 y la sintesis y la degradacion de cuerpos ceténicos a la cual
se asocian los genes: hmgcsl y acat2. El andlisis realizado con la herramienta FET
identific6 como procesos biolégicos relevantes en la interaccion macréfago — L. (V.)
braziliensis la biosintesis de esteroles y colesterol a los cuales estan relacionados los
genes: scbdl, sc4mol, hmgcr, cl14orfl, hmgcsl, dhcr7. Ningun otro proceso biolégico tuvo
significancia estadistica.
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SCSOL -1,52
SCAMOL | -1,95
HMGECR -1,54
HMGCS1 | -2,10
Cl4orfl | -2,50
STARDS -1,35
DHCRT -1,88

Figura 15. Analisis de enriquecimiento funcional
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realizado a los genes

diferencialmente expresados, identificados por los ensayos de microarreglos. La
biosintesis de esteroles y colesterol fueron las vias canlnicas mas relevantes

identificadas.

Los resultados del andlisis de enriquecimiento funcional en conjunto con la validacién por

RT g-PCR de los niveles de expresion de algunos de los genes asociados a la biosintesis

de colesterol, sugiere que este proceso biolégico se encuentra regulado negativamente en

los macrofagos infectados con L. (V.) braziliensis durante 72 horas (Figura 16).
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Biosintesis de Colesterol
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Figura 16. Genes expresados diferencialmente durante la infeccion del macréfago por L. (V) braziliensis que participan en la via de

biosintesis del colesterol. Se muestran los resultados de expresion de los genes obtenidos por microarreglos y confirmados por RT g-PCR.
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8. Discusion de resultados

El objetivo de este trabajo fue identificar en la etapa del establecimiento de la infeccion,
los genes y los procesos biolégicos del macrofago potencialmente importantes en la
interaccion macrofago - L. (V.) braziliensis y de otra parte, caracterizar el modelo celular
U937 para la identificacion de fenotipos de infeccion inducidos por RNA de interferencia
en macrofagos infectados por L. (V.) braziliensis.

8.1. Caracterizacion del modelo celular: macréfagos derivados de la linea celular
U937

En el modelo celular se evalué la funcionalidad del sistema de silenciamiento y la
capacidad para detectar cambios en el fenotipo de infeccibn como consecuencia del
silenciamiento genético. Se realiz6 la expresion y silenciamiento del gen exdégeno gfp, el
silenciamiento de los genes enddgenos Imna y gro-B8, y se evaluaron los fenotipos de
infeccion en las células silenciadas y en células control.

En relacién a la expresion del gen exdégeno, los resultados mostraron que la totalidad de
las células transducidas expresaron la proteina verde fluorescente evidenciando la
eficiencia de la transduccién, resultados que pueden atribuirse al uso de vectores
lentivirales, los cuales han sido utilizados eficientemente para la incorporacion de material
genético en diferentes lineas celulares y modelos animales[75]. En este sentido los
resultados son concordantes con reportes previos en los cuales la expresiéon de GFP en
la linea celular U937 y en la linea SupT1 fueron superiores al 96% después de la
transduccién con lentivirus [76]. Por otra parte mostramos que los vectores lentivirales
representa una gran ventaja cuando se trabaja con una linea celular caracterizada como
dificil de transfectar como es la U937 [77-79].

La expresion de GFP se evalu6é por western blot y los resultados mostraron 88,9% de
reduccion de la expresion de la proteina en las células silenciadas mientras que no hubo
reducciéon de los niveles de GFP en el control negativo (U937-GFP/shRNA-no
relacionados) frente a la linea U937-GFP. Lo anterior sugiere que probablemente el
silenciamiento de GFP fue especifico y se logré por los shRNAs utilizados.

El fenotipo de infeccion (porcentaje de infeccion y carga parasitaria) fue evaluado en las
cuatro lineas celulares: U937, U937-GFP, U937-GFP/shRNA-GFP vy el control negativo
U937-GFP/shRNA-no relacionados. Se encontrd que las lineas expresando GFP tenian
menor porcentaje de infeccidon que las lineas sin expresion de GFP, los resultados de la
prueba X?mostraron que existe asociacion entre la expresion de GFP y el porcentaje de
infeccion, contario a los resultados de las lineas sin expresion de GFP. En el andlisis de la
carga parasitaria se encontraron diferencias significativas entre la linea parental (U937) y
la linea expresando GFP (U937-GFP), asi como entre la linea U937 y la linea control
negativo (U937-GFP/shRNA-no relacionados). Es de resaltar que no hubo diferencias
entre la linea U937 y la linea U937-GFP/shRNA-GFP. Los resultados sugieren que la
carga parasitaria y el porcentaje de infeccion son afectados por la expresion de GFP en la
linea celular U937 teniendo en cuenta que con el silenciamiento del gen se recupero el
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fenotipo de infeccidn de la linea parental. Varios reportes exponen la inocuidad de GFP en
modelos celulares e incluso en modelos in vivo,[80, 81] sin embargo otros trabajos
sugieren un efecto adverso de la expresiéon de GFP sobre diferentes procesos de la
célula: en 1999, Liu y colaboradores demostraron por primera vez una conexion entre la
induccién de apoptosis y la expresion de GFP en las lineas celulares NIH/3T3, BHK-21,
Huh-7 y HepG2 [82], aunque no se pudo establecer el mecanismo por el cual se producia
este fenbmeno. Mas adelante se reportd que la expresiéon de GFP en ratones causaba
cardiomiopatia [83] y neuropatologia con muerte prematura [84]. Se describid que estas
alteraciones podrian deberse a interacciones entre GFP y miosina dando como resultado
la inhibicion de la correcta interaccion actina-miosina generando fenotipos aberrantes [85].

En un estudio mas reciente se demostré mediante 3 técnicas diferentes de prote6mica
gue la expresion de GFP afecta la expresion de cientos de proteinas en donde se
alteraban principalmente los procesos de organizacion de citoesqueleto, respuesta
inmune celular y plegamiento de proteinas[86]. Zhang y colaboradores en un trabajo
realizado con células endoteliales encontraron que la proteina de choque térmico HSP70
se sobre-expresa con la expresion del gen gfp y que el efecto era mayor a medida que se
aumentaba la MOI usada en la transduccion[87]. Es posible que las modificaciones en el
fenotipo de infeccion de las U937-GFP se deban al MOI que se usO para expresar la
proteina, con el fin de garantizar que la totalidad de las células expresaran el reportero en
niveles facilmente detectables por microscopia de fluorescencia. A futuro es importante
evaluar diferentes MOI con el fin de identificar la minima multiplicidad de infeccion que
permita la expresién y el silenciamiento del gen. Los resultados obtenidos sefalan la
importancia de evaluar funcionalmente los efectos de la expresion de genes exdgenos
gue pretendan ser usados como reporteros, especificamente se debe verificar al menos
gue el gen reportero no afecta el fenotipo a estudiar.

Con el propésito de evaluar el proceso de silenciamiento de un gen enddgeno en el
modelo celular se seleccioné el gen Imna, que codifica para proteinas que hacen parte de
la envoltura nuclear y ha sido empleado en varios estudios como gen control del proceso
de silenciamiento. Estudios previos han evaluado funcionalmente el gen Imna por medio
del silenciamiento con RNA de interferencia con resultados exitosos, también se ha
reportado que dado sus altos niveles de expresién es un gen dificil de silenciar [88, 89],
por lo tanto lograr su silenciamiento se consider6 un buen indicador del funcionamiento de
la maquinaria de silenciamiento en el modelo utilizado en este trabajo. La expresion de la
proteina LMNA en las células silenciadas mostré reduccion del 87,5% respecto a la linea
parental. Este resultado es concordante con los trabajos realizados en células Hela,
donde se reporta reduccion de la expresion de la proteina en mas del 90% con shRNA y
del 95% con siRNA [90-92]. En un trabajo realizado con células endometriales humanas el
gen Imna fue silenciado con siRNA y se obtuvo reduccién del 88% en la expresion de la
proteina[93].

Con los resultados obtenidos se podria inferir que la reduccién en la expresién de la
proteina es causada por el proceso de silenciamiento del gen Imna con el shRNA utilizado
y que este tuvo un buen desempefio funcional. Esto se puede atribuir a las caracteristicas
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del shRNA que es un RNA de interferencia validado y por lo tanto se esperaba una
reduccién de la expresion de la proteina al menos del 70%. En cuanto al fenotipo de
infeccion este fue evaluado en la linea parental, la linea transducida con el shRNA dirigido
contra el gen Imna y en la linea control negativo U937/shRNA-no-relacionados. Los
resultados mostraron diferencias en el porcentaje de infeccion y carga parasitaria entre la
linea parental (U937) y la linea silenciada (U937/shRNA-LMNA). Los resultados sugieren
gue el silenciamiento del gen Imna es la causa del cambio en el fenotipo de infeccion en la
linea celular silenciada.

Con el fin de evaluar el desempefio del modelo en el silenciamiento de un gen expresado
diferencialmente entre macréfagos no infectados e infectados por Leishmania (Viannia)
braziliensis, el gen gro-8 fue silenciado. La linea silenciada (U937/shRNA-Gro-f8) presento
una reduccion de 74,4% en los niveles de expresion de la proteina CXCL2 en
comparacion con la linea parental. Es posible que esto se deba a la MOI utilizada (0,2
unidades infectivas/célula) para realizar la transduccion, que si bien es una multiplicidad
de infeccién recomendada hay que tener en cuenta que se utilizé6 una mezcla 5 shRNAs
diferentes y es posible que el mas efectivo en el silenciamiento tuviera un MOI mas bajo
de 0,2. En la literatura revisada no se encontraron trabajos similares a éste, donde se
silenciara el gen en macréfagos, lo que no permiti6 comparar los resultados. Se reportan
trabajos del silenciamiento de este gen por siRNA en ratones donde estudiaron la
importancia del secuestro de neutrofilos en el pulmén por MIP2 (gro-p)[94]. En otro
estudio realizado con células WHCO1 los autores mostraron la posibilidad del
silenciamiento del gen y la relacion entre el silenciamiento y los procesos de apoptosis en
tumores solidos[95]. En los trabajos mencionados no se reportan los datos cuantitativos
referentes a la reduccién en la expresion de la proteina.

Con los resultados obtenidos se podria atribuir el silenciamiento del gen a los shRNAs
utilizados. Se evalud el fenotipo de infeccién en términos de porcentaje de macréfagos
infectados y carga parasitaria en la linea silenciada U937/shRNA-Gro-f3), la linea parental
(U937) vy la linea control negativo (U937/shRNA-no relacionados). Los resultados
mostraron que hay diferencias en el porcentaje de infeccion y la carga parasitaria entre la
linea parental (U937) y la linea silenciada (U937/shRNA-Gro-B) la cual mostré 21,7% de
porcentaje de infeccion frente al 44,4% de la linea parental. De otra parte hubo diferencias
en cuanto al fenotipo de infeccién entre la linea parental y la linea control negativo, es
posible que solo el proceso de transduccién genere cambios en el fenotipo.

Es importante tener en cuenta que existe la posibilidad de efectos inespecificos del
silenciamiento, denominados “off target”’, que pueden alterar diferentes procesos de la
célula. Las principales causas de estos efectos son: 1. homologia de la secuencia del
shRNA con otros transcritos diferentes al gen de interés, 2. efectos relacionados con el
procesamiento erroneo de miRNAs enddgenos o edicién equivocada del shRNA y por
altimo, la perturbacion de la célula por la abundante presencia de vectores y RNA de
doble cadena exdgeno [96]. En este trabajo se abordaron varios procesos con el fin de
controlar los efectos “off target”. En cuanto a los causados por la homologia, se
realizaron alineamientos entre el shRNA utilizado y la base de datos de genes y
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transcritos humanos del NCBI (RefSeq). Se confirmé que la secuencia no tenia identidad
cercana con otro transcrito y no habia ningun “mismatch” entre la secuencia blanco y el
shRNA. Los shRNA fueron disefiados con maximo 19 pb dado que longitud se asocia
con perturbacion de la célula. Segun Reynolds y colaboradores, los tamafios superiores
a 23 pares de bases pueden ser reconocidos por los TLRs y de esta forma desencadenar
la respuesta inmune y activar los genes que se expresan en respuesta al interferon[97].
La posibilidad de generar cambios en el fenotipo de infeccion y en la expresion del gen
por solo la transduccion de particulas lentivirales y expresion de shRNA fue evaluada con
la linea control negativo (U937/shRNA-no-relacionados).

En el silenciamiento de cada uno de los genes se utiliz6 la misma metodologia, sin
embargo se utilizaron diferentes multiplicidades de infeccién para el silenciamiento de
cada uno de los genes. Esto es pertinente cuando se hace la evaluacion previa de
diferentes MOI y se selecciona la minima MOI que permite el silenciamiento del gen. En el
trabajo esto se realiz6 para el silenciamiento de gro-p. En futuros estudios esto se debe
realizar para todos los genes a evaluar dado que permite controlar que se den cambios en
el fenotipo de infeccion y en la expresion del gen por MOl mas altas de lo necesario.

Los resultados obtenidos con el silenciamiento de los tres genes utilizados indican que el
silenciamiento por transduccién lentiviral de constructos portando secuencias codificantes
para shRNA, dirigidos contra genes de macrofagos derivados de células U937 e
infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis, es un modelo que permite evaluar
cambios en el fenotipo de infeccion en términos de carga parasitaria y porcentaje de
macroéfagos infectados, sin embargo es necesario en futuros estudios incluir algunas
mejoras al proceso en aras de asegurarse de la especificidad del silenciamiento.

8.2. Expresién de genes de macrofagos derivados de la linea celular U937 en
respuesta a la infeccién por L. (V.) braziliensis

Este estudio mostr6 que la mayoria de los genes diferencialmente expresados, entre
macrofagos no infectados e infectados con L. (V.) braziliensis por 72 horas, tienen
regulacion negativa. De acuerdo a los andlisis de enriquecimiento funcional los genes
estan principalmente relacionados con la biosintesis de esteroles, especialmente con la
del colesterol. Este es el primer estudio que reporta la expresion global de genes de
macrofagos infectados con L. (V.) brazilienisis y las vias metabdlicas asociadas.

La interaccion macréfago-Leishmania desencadena en la célula hospedera una serie de
mecanismos orientados a la destruccién del parasito sin embargo, Leishmania tiene la
capacidad de alterar las vias de sefializacion del macrofago para lograr establecerse en el
fagosoma y replicarse[1, 98, 99]. El paréasito es capaz de inducir alteracion de moléculas
de sefializacion y de realizar cambios a nivel transcripcional mediante la regulacion
positiva 0 negativa de genes del macrofago. Ademas, los procesos metabdlicos del
macréfago pueden cambiar en respuesta al tipo de parasito [6].

Nuestros resultados muestran que la infeccion por L. (V.) braziliensis puede tener un
efecto principalmente de supresion de la transcripcion de genes del hospedero, como
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previamente ha sido reportado para otras especies de Leishmania [5, 10, 100]. Zhang y
colaboradores realizaron un meta-analisis en el cual incluyeron 5 estudios de expresion
de genes de macrofagos infectados por diferentes especies de Leishmania,
pertenecientes al subgénero Leishmania, realizados en tiempos iniciales de la infeccion.
Los autores encontraron que en todos los estudios la mayoria de los genes estaban
regulados negativamente [15]. Estos resultados y los reportados en nuestro estudio
contrastan con los obtenidos por Ramirez y colaboradores quienes encontraron sobre-
expresion en la mayoria de los genes de macréfagos infectados por 24 horas con L. (V)
panamensis [101] . Esta variabilidad de resultados plantea la posibilidad que la expresion
de los genes del macrofago puede estar asociada a la especie infectante y al momento de
la infeccion en el que es evaluada la expresion.

El patron de expresion de genes del macréfago frente a la invasion de un microorganismo
es dinAmico y esta asociado al momento de la infeccion. En las etapas iniciales lo
esperado es un patrén de expresion de genes asociados a los mecanismos de defensa
del macréfago: la respuesta inmune innata y adaptativa. Este fenébmeno ha sido
demostrado en diferentes estudios en los cuales los macr6fagos han sido retados con
Leishmania spp. y en las primeras 24 h la mayoria de los genes regulados estan
asociados a la respuesta inmune [5, 10, 101]. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en este trabajo donde se encontré un nimero reducido de genes relacionados
con respuesta inmune. Entre estos se identificaron los genes que codifican para el factor
de transcripcion STATZ2 y para la interleucina IL18, dos moléculas muy importantes en la
respuesta inflamatoria efectiva durante la infeccién. Es posible que el parasito module la
expresion de estos genes para neutralizar parte de la maquinaria de defensa del
macrofago con el fin de lograr el establecimiento de la infeccién. Resultados similares han
sido reportados por otros autores [5, 102]. Otro de los genes asociados a la respuesta
inmune fue el de la quimiocina CXCL2 el cual se encontr6 sobre-expresado, resultado
consistente con estudios realizados con diferentes especies de Leishmania: L.
amazonensis. L. mexicana, L. major y L. donovani [5, 8, 11, 12, 102]. Es posible que la
escasa representatividad de genes asociados a la respuesta inmune en este trabajo se
deba al momento de la evaluacion de la expresion de los genes del macrofago, 72 horas
post infeccién, tiempo en el cual ya se ha establecido la infeccion y el macréfago podria
estar adaptando su metabolismo para enfrentarla [6].

8.3. Entidades bioldgicas asociadas a la interacciéon macrofago- L.(V.) braziliensis

Para identificar los procesos biolégicos a los cuales estaban asociados los genes
diferencialmente expresados se analizaron los resultados de microarreglos con las
herramientas IPA y FET. Los resultados mostraron con base en los andlisis estadisticos,
solo dos vias asociadas al proceso de infeccion, la biosintesis de esteroles y entre éstos
principalmente la biosintesis del colesterol. Estos resultados permiten pensar en al menos
dos escenarios con respecto a la regulacion transcripcional negativa de los genes
involucrados en la sintesis del colesterol del macréfago infectado: en el primero, la
sefializacion es correcta, es decir, el macrofago posee niveles elevados de colesterol y
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esta respondiendo a los mismos. En el segundo escenario, la sefalizacion es incorrecta,
es decir, el macréfago posee niveles normales de colesterol (0 incluso menores a lo
normal) pero, la cascada de sefializacion estd siendo activada de manera incorrecta,
posiblemente mediada por factores asociados a la infeccion.

Durante la interaccion inicial entre los macréfagos y los promastigotes, el colesterol juega
un papel importante dado que éste es una de las moléculas mas abundantes en las
balsas lipidicas: micro-dominios de las membranas celulares que sirven de plataformas
para interacciones de diferentes moléculas, regulacion de procesos de sefializacion
celular, adhesion, invasion y secrecion [103-105]. Estudios previos han evidenciado que
durante las primeras 24 horas de infeccion Leishmania modula para su beneficio el
aumento en la biosintesis del colesterol para lograr una fuente importante de energia y
formar las balsas lipidicas de la vacuola parasitéfora [106, 107]. Sin embargo es
importante tener en cuenta que la regulacion de la biosintesis del colesterol es por
producto final y en el momento en que la célula detecta altos niveles de esta molécula, el
mismo colesterol dispara la regulacion negativa de la sintesis. Es posible que este
fendmeno esté sucediendo a las 72 horas de infeccidon asumiendo que en los momentos
iniciales de la infeccion se haya aumentado la sintesis del colesterol. La regulacion
negativa de la biosintesis de colesterol esta relacionada con la regulacién negativa de
HMGCR que es la enzima limitante de este proceso.

Un segundo escenario que podria explicar la regulacion negativa incorrecta del colesterol
se puede deber a factores asociados al parasito. Recientemente se ha descrito un
mecanismo de regulacion del metabolismo de lipidos relacionado con la proteina blanco
de rapamicina en mamiferos (INTOR). Peterson y colaboradores en el 2011 propusieron
que mTORCL1 puede regular la transcripcion de genes asociados a la biosintesis del
colesterol modulando el factor de transcripcién proteina de unién al elemento regulador de
esteroles (SREBP). Proponen que mTORCL1 regula la localizaciéon subcelular de Lipinl,
co-activador transcripcional, el cual cuando estd fosforilado reside en el citoplasma
mientras que cuando esta defosforilado se traslada al nlcleo. Los investigadores reportan
que cuando Lipinl esta en el nucleo se reprime la transcripcion de genes dependientes de
SREBP y se reduce la presencia de esta proteina en el nucleo [108]. En infeccién por L.
(L.) major, Jaramillo y colaboradores reportaron que la glicoproteina gp63 hidroliza a
MTOR e inhibe la formacion del complejo mTORCL1. En el contexto de nuestro trabajo, es
posible que gp63 altere al complejo mTORCL1 y en consecuencia no se dé la fosforilacion
de Lipinl, lo que podria generar el desplazamiento de Lipinl no fosforilado al nucleo
ocasionando la disminucion de los niveles nucleares de SREBP.

En la literatura revisada no encontramos un estudio que evaluara la expresion global
genes del macrofago infectados por Leishmania spp. y asociara la regulacion negativa de
la biosintesis del colesterol con la infeccion. Sin embargo, dos estudios realizados en
macroéfagos infectados con L. (L.) major reportan disminucion de los niveles de colesterol
a las 72 horas de la infeccion a expensas de la regulacion negativa del gen que codifica
para la enzima HMGCR [109, 110]. En contraste, en dos estudios realizados en
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macrofagos infectados con L. (L.) amazonensis y L. (L.) major los autores identificaron
aumento de la biosintesis del colesterol en las etapas iniciales de la infeccion [106, 107].
De acuerdo a estos reportes se puede sugerir que la biosintesis del colesterol puede estar
regulada positiva 0 negativamente en macrofagos infectados por Leishmania spp. y que
esto probablemente depende del momento de la infeccion y de la especie infectante.

8.4. Propuesta de un modelo

La regulacion negativa de la biosintesis de colesterol observada en los macréfagos
infectados con L. braziliensis a las 72 horas puede estar relacionada con los mecanismos
de control de la expresion de enzimas limitantes de este proceso como HMGCR. Tal
como se sefald anteriormente, existe una relacion entre la proteina mTOR y el factor de
transcripcibn SREBP responsable de la expresion de los genes que codifican para las
enzimas asociadas a la biosintesis de colesterol.

Se ha demostrado que mTOR fosforila a lipin 1 quien fosforilado se localiza en el
citoplasma. En el caso de alguna alteracion de mTOR este no puede fosforilar a lipinl y
se desplaza al nucleo disminuyendo los niveles de SREBP, lo que trae como
consecuencia una disminucion de la expresion de los genes asociados con la biosintesis
del colesterol. [111].

La conexién entre estos hallazgos y la infeccion por Leishmania esta dada por gp63 que
es una metaloproteasa del parasito, considerada un factor de virulencia importante. Se
han reportado diferentes funciones de gp63 durante la infeccién relacionadas con
inhibicibn de vias de sefializacion, transcripcion y traduccion. Uno de los primeros
descubrimientos del efecto de esta proteina sobre las vias de sefalizacion del macréfago
fue realizado por Corradin y colaboradores en 1999 quienes identificaron a gp63 como la
responsable de la hidrélisis de MARCKS (Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate)
durante la infeccion, lo que resultaba en inhibicion de la produccién de ROS. Gregory y
colaboradores en el 2008 demostraron que esta proteina altera factores de transcripcion
de la familia NF-kBmediante el rompimiento de la proteina p65°®y la inactivacién del
heterodimero p65°¢*/p50 [112].

Jaramillo y colaboradores en el 2011 reportaron que durante la infeccién por L. major el
parasito reprimia la traduccion de proteinas del macréfago. Diferentes experimentos
permitieron llegar a la conclusion que gp63 hidroliza a mTOR y en consecuencia se inhibe
el complejo mTORCL1.La inhibicidn resulta en la alteracion de la fosforilacién de varias
proteinas blanco de mTOR, entre ellas el factor inhibitorio de la traduccion 4E-BP1,
proteina que en su estado no fosforilado inhibe la traduccion de proteinas [113].

Teniendo en cuenta la capacidad que tiene gp63 de hidrolizar a mTOR y por consiguiente
inhibir el complejo mTORC1, esto nos hace proponer que esta alteracion afecta la
fosforilacion del lipinl en los macréfagos infectados por L. braziliensis y en consecuencia
lipinl al estar desfosforilada se desplaza al nucleo y bloquea la actividad de SREBP,
resultando en una regulacion negativa de la expresién de genes relacionados con la
biosintesis de colesterol.
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MACROFAGOS NO INFECTADOS MACROFAGOS INFECTADOS

Figura 17. Modelo propuesto que explica la reduccién de la expresién de genes de la via de biosintesis de colesterol en macréfagos

infectados con L. braziliensis

Este modelo podria explicar los resultados obtenidos en la regulacion negativa de la
expresion de los genes asociados con la biosintesis del colesterol.
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o Predicciones del modelo
El modelo propuesto sugiere:
- En los macréfagos infectados hay una reduccion de los niveles de colesterol

Para evaluar esto se deben cuantificar los niveles de colesterol en macréfagos no
infectados e infectados por L. braziliensis. La cuantificacion del colesterol se puede
realizar por un método enzimético, donde el colesterol es oxidado por la enzima colesterol
oxidasa para originar cetona y H,O, Este producto a su vez reacciona con 10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine en la presencia de peroxidasa de rabano para generar resorufina
que es altamente fluorescente y puede ser medido en un fluorémetro. Mediante esta
técnica se pueden detectar cambios minimos en la concentracion de colesterol. Esta
reaccion es compatible con varios métodos de extraccion por lo que se podria evaluar el
colesterol en varias fracciones celulares como citoplasma y membranas.

- MTOR es hidrolizado en macréfagos infectados

El modelo sugiere que en los macréfagos infectados, mTOR est4 fragmentado. Esto
puede evaluarse realizando extraccion de proteinas totales de macrofagos infectados y no
infectados y por western blot evaluar la integridad de mTOR. Se esperaria encontrar un
patrén de fraccionamiento de mTOR como ha sido mostrado previamente por Jaramillo y
colaboradores.

- La actividad quinasa de mTOR est4 alterada en macréfagos infectados por L.
braziliensis

Para caracterizar la actividad quinasa de mTOR podria evaluarse por western blot el
estado de fosforilacién de 4E-BP1 que es un blanco de mTOR bien caracterizado, esto se
puede realizar con anticuerpos que reconozcan la proteina fosforilada. Sin embargo es
importante tener en cuenta que 4E-BP1 puede también ser fosforilado por AKT1 y esto
podria generar confusion en los resultados. Con el fin de intentar controlar el experimento,
éste se realizara a partir de macréfagos no infectados.

- Lipinl modifica su localizacién sub-celular en macréfagos infectados

El modelo sugiere que la localizacion sub-celular de Lipinl cambiaria como resultado de
la inactivacion de mTOR durante la infeccion. Esta prediccion se puede evaluar en
macrofagos infectados y no infectados, por medio de inmuno-citoquimica con el fin de
observar la localizacién y por medio de western blot para evaluar la cantidad de proteina
en el nacleo y en el citoplasma.

73



9. Conclusiones

La mayoria de los genes diferencialmente expresados entre macrofagos derivados de la
linea celular U937 no infectados e infectados por L. (V.) braziliensis son regulados
negativamente.

Nuestros datos aportan nuevo conocimiento de la interaccion macréfago- L. (V.)
braziliensis a nivel transcripcional. Sugieren que la biosintesis del colesterol esta regulada
negativamente a las 72 horas, momento del establecimiento de la infeccién.

El modelo empleado permite evidenciar cambios de fenotipo en la susceptibilidad de la
infecciobn de los macrofagos infectados por L. (V.) braziliensis, como consecuencia del
silenciamiento genético.

Los genes evaluados evidenciaron la versatilidad del modelo para registrar el espectro de
los cambios fenotipicos en términos de susceptibilidad a infeccibn por parte de
Leishmania braziliensis, como consecuencia del silenciamiento genético. Es importante
evaluar el modelo con un rango mas amplio de genes endbégenos, que permitan
evidenciar todo el espectro de fenotipos de infeccién: aumento, disminuciéon y no cambio.

Las metodologias implementadas permitieron evaluar el efecto del silenciamiento
genético por RNA de interferencia en el contexto del macréfago infectado por L.
braziliensis, utilizando como modelo la linea U937.

10. Proyecciones

Propuesta de mejora en la metodologia del proceso de silenciamiento en el modelo
planteado

o Uso de diferentes secuencias contra el mismo gen

El uso de diferentes secuencias contra el mismo gen permite evaluar si el fenotipo
obtenido se puede asociar al silenciamiento de éste. En préximos experimentos se deben
disefiar cuatro secuencias dirigidas al marco abierto de lectura, extremo 5’UTR y 3'UTR.
Se propone evaluar el fenotipo obtenido por cada una de ellas. Si las diferentes
secuencias que silencian el gen brindan el o los mimos fenotipos y estos son diferentes a
los presentados por los controles se podria sugerir que este gen particular puede ser la
causa del fenotipo observado.

e Optimizacion del modelo celular

La metodologia implementada en el modelo utilizado puede ser optimizada para alcanzar
estrategias de alto rendimiento que permitan realizar tamizaje genético en macrofagos
infectados con especies de Leishmania. EI modelo y las metodologias utilizadas en el
presente trabajo ofrecen varias caracteristicas compatibles con los sistemas de alto
rendimiento. En primer lugar el ensayo de microarreglos limita la poblacion de genes a
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evaluar ya que los 295 genes modulados durante la infeccién con L. braziliensis a las 72
horas se encontraron en una poblacién de mas de 15000 genes. El uso de una linea
celular dentro del modelo in vitro propuesto abre la posibilidad de trabajar los cultivos en
formato de placas de 96 o 384 pozos debido a que no hay limitaciones en la cantidad de
células que se pueden obtener. De otra parte la linea celular utilizada no requiere
sustratos especiales para su cultivo. De esta manera se podrian disefiar y aplicar
experimentos que incluyan un gran nimero de unidades experimentales. Adicionalmente,
la evaluacion de la infeccién en las lineas silenciadas se realiz6 en macrofagos marcados
con compuestos fluorescentes: metodologia compatible con la citometria de flujo, técnicas
que permiten la evaluacion cuantitativa de variables en un gran numero de unidades
experimentales.

Tomando lo anterior en consideracion, la estrategia propuesta para la tamizacion
sisteméatica de genes en el contexto del macrdfago infectado con base en el modelo
desarrollado consistiria en los siguiente pasos: en primer lugar, se pueden diferenciar
células U937 en formato de placas de 96 pozos y los macréfagos obtenidos se
someterian a silenciamiento genético por transduccién con lentivirus portando constructos
para la expresion de shRNAs dirigidos contra los genes de interés. Dado que en este
formato se pueden trabajar multiples unidades experimentales, en cada pozo se podria
incluir: shRNAs individuales para un gen de interés, multiples shRNAs contra el mismo
gen o shRNAs dirigidos contra diferentes genes que hagan parte de una via, en lo
denominado como “pooled shRNA screens” que actualmente es reportado como la
aplicacion mas poderosa de los shRNAs en estudios de alto rendimiento [96]. Posterior al
silenciamiento se realizara la infeccién in vitro y la marcacion fluorescente de acuerdo a lo
estandarizado en este trabajo. La evaluacion de la infeccién se podria realizar mediante
un citdbmetro de flujo que procese placas de 96 pozos de manera automatica. Los
resultados serian analizados para determinar en qué pozo o bajo qué condiciones
experimentales se alter6 el fenotipo de infeccion, y estas condiciones podrian ser
analizadas mas profundamente utilizando estrategias como western blot o qPCR.

Evaluacién de la dindmica de la biosintesis del colesterol en diferentes tiempos de
lainfeccion

Futuros estudios podrian enfocarse en evaluar la dindmica en el tiempo de la biosintesis

del colesterol dado que los resultados reportados en su mayoria, han sido en estudios en
fases iniciales de la infeccion. Ademas, seria importante evaluar si el comportamiento de
la biosintesis del colesterol podria estar asociado a la especie infectante
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11. Aspectos éticos

El proyecto no incluyé experimentaciébn con animales ni seres humanos, sin embargo
todos los experimentos fueron concebidos de acuerdo a las consideraciones contenidas
en la Declaracién de Helsinki, Declaracion de Budapest y declaracion Internacional sobre
datos genéticos.

Adicionalmente, el proyecto se realiz6 de conformidad con la normatividad Nacional,
especificamente la Resolucion 8430 de 1993, en lo referente a la investigacion con
microorganismos patégenos o material biolégico que pueda contenerlos.

También es importante sefialar que todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las
indicaciones consignadas en el manual de bioseguridad del Centro Dermatolégico
Federico Lleras Acosta. En el caso del trabajo con vectores lentivirales, dado que no
habian sido contemplados en el manual, se realizd toda una nueva seccién considerando
los aspectos de bioseguridad para el trabajo con lentivirus con base en documentos de
referencia internacionales.

12. Anexos

Anexo 1. Genes diferencialmente expresados identificados por ensayos de
microarreglos. Se muestran los 218 genes con expresion diferencial entre macrofagos
no infectados e infectados con Leishmania braziliensis. Presentan un fold change mayor a
1,5 o0 menor a -1,5 y un valor de p >0,05.

. Transcript Fold-
Symbol Assignment D Change p-value
ACTR1A ARP1 actin-related protein 1 homolog A, 3304406 -1,50 0,0002
centractin alpha (yeast)
ALDH18A1 |aldehyde dehydrogenase 18 family, 3301512 -1,80 0,0000
member Al
ALPP /l] alkaline phosphatase, placental-like 2 2532294 1,52 0,0000
ALPPL2
ANAPC16 anaphase promoting complex subunit 16 3251353 -1,68 0,0002
APOB48R apolipoprotein B48 receptor 3686635 -2,28 0,0001
APOBEC3C | apolipoprotein B mRNA editing enzyme, 3945572 -1,51 0,0081
catalytic polypeptide-like 3C
APOLG6 apolipoprotein L, 6 3944243 -1,50 0,0017
AQP9 aquaporin 9 3595594 -1,50 0,0016
ATP8B4 ATPase, class |, type 8B, member 4 3623552 -1,84 0,0000
B3GNT7 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N- 2531908 1,68 0,0001
acetylglucosaminyltransferase 7
BAHCC1 BAH domain and coiled-coil containing 1 3737874 -1,52 0,0074
BCL7B B-cell CLL/lymphoma 7B 3056108 -1,53 0,0004
BMPS8B /// bone morphogenetic protein 8a // bone 2331511 2,10 0,0000
OXcCT2/ll morphogenetic protein 8b
BMPS8A
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Cl2orf4 chromosome 12 open reading frame 4 3441215 -1,51 0,0095
Cl2orf47 chromosome 12 open reading frame 47 3471753 -1,52 0,0001
C120rf59 chromosome 12 open reading frame 59 3404626 -1,50 0,0090
Cl4orfl chromosome 14 open reading frame 1 3572461 -2,50 0,0000
C140rf138 | chromosome 14 open reading frame 138 3563687 -1,61 0,0009
C150rf51 dynamin 1 pseudogene 3641597 1,56 0,0019
Cl70rf49 chromosome 17 open reading frame 49 3708201 -1,61 0,0036
C19o0rf61 chromosome 19 open reading frame 61 3864597 -1,53 0,0001
C1QL2 complement component 1, g 2573016 1,50 0,0006
subcomponent-like 2
C200rf111 | chromosome 20 open reading frame 111 3906821 -1,52 0,0000
C3orf37 chromosome 3 open reading frame 37 2641577 -1,52 0,0000
C4orf38 chromosome 4 open reading frame 38 2795904 1,52 0,0006
C9orf123 chromosome 9 open reading frame 123 3198289 -1,59 0,0012
C9orf153 /Il | iron-sulfur cluster assembly 1 homolog (S. | 3212919 -1,60 0,0097
ISCAL cerevisiae) // chromosome 9 open reading
frame 153
C9orf41 chromosome 9 open reading frame 41 3210130 -1,59 0,0029
C9orf70 /1l chromosome 9 open reading frame 70 3160500 1,53 0,0010
GLIS3
C9orf85 chromosome 9 open reading frame 85 3174429 -1,52 0,0056
CA5BP /Il carbonic anhydrase VB, mitochondrial 3969855 -1,51 0,0000
CA5B
CARML1 /Il Yipl domain family, member 2 // 3850576 -1,55 0,0019
YIPF2 coactivator-associated arginine
methyltransferase 1
CCNBL1IP1 cyclin Bl interacting protein 1 3555300 -1,52 0,0013
CCNB2 cyclin B2 3595979 -1,90 0,0002
CCNT1 cyclin T1 3453218 -1,52 0,0014
CDKN1B cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, 3405440 -1,61 0,0000
Kip1)
CHMP4A /Il | chromatin modifying protein 4A // 3557947 -1,67 0,0000
MDP1 magnesium-dependent phosphatase 1
CHRM1 cholinergic receptor, muscarinic 1 3376317 1,52 0,0101
CISD2 CDGSH iron sulfur domain 2 2737840 -1,56 0,0001
COG3 component of oligomeric golgi complex 3 3488253 -1,51 0,0001
COG6 component of oligomeric golgi complex 6 3486383 -1,70 0,0000
CRIP1 cysteine-rich protein 1 (intestinal) 3554851 -1,76 0,0000
CSF1R colony stimulating factor 1 receptor 2881187 -1,62 0,0000
CTRB2 /I chymotrypsinogen B2 // chymotrypsinogen | 3699390 1,70 0,0001
CTRB1 Bl
CWF19L2 CWF19-like 2, cell cycle control (S. 3389745 -1,52 0,0001
pombe)
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 2773434 1,92 0,0000
CXorf21 chromosome X open reading frame 21 4003895 -1,63 0,0003
DCTN2 dynactin 2 (p50) 3458614 -1,52 0,0006
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DDX50 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3250019 -1,60 0,0000
50
DHCR7 7-dehydrocholesterol reductase 3380697 -1,89 0,0001
DHDDS dehydrodolichyl diphosphate synthase 2326496 -1,65 0,0000
DIABLO diablo homolog (Drosophila) 3475511 -1,51 0,0004
DLST dihydrolipoamide S-succinyltransferase 3544346 -1,62 0,0004
(E2 component of 2-oxo-glutarate
complex)
DNAJC17 /ll | DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, 3619650 -1,59 0,0012
ZFYVE19 member 17 // zinc finger, FYVE domain
containing 19
ELP2 elongation protein 2 homolog (S. 3784727 -1,59 0,0000
cerevisiae)
EMR1 egf-like module containing, mucin-like, 3818596 -1,61 0,0016
hormone receptor-like 1
FADS1 fatty acid desaturase 1 3375545 -1,63 0,0000
FADS2 fatty acid desaturase 2 3333247 -1,62 0,0000
FAM188A family with sequence similarity 188, 3279410 -1,56 0,0004
member A
FAM63B family with sequence similarity 63, member | 3595846 -1,54 0,0020
B
FAMG64A family with sequence similarity 64, 3707950 1,84 0,0011
member A
FGFBP2 fibroblast growth factor binding protein 2 2761837 1,60 0,0035
FITM2 fat storage-inducing transmembrane 3906852 -1,60 0,0018
protein 2
FKBPOL /// FK506 binding protein 9, 63 kDa 2996246 1,76 0,0009
FKBP9
FN1 fibronectin 1 2598261 -2,06 0,0000
FOXL2 forkhead box L2 2697652 1,53 0,0000
FSD1L /l fibronectin type lll and SPRY domain 3183238 -1,63 0,0046
RALGAPA1 | containing 1-like
GEMIN7 gem (nuclear organelle) associated 3836044 -1,50 0,0026
protein 7
GPCPD1 glycerophosphocholine 3896370 -1,50 0,0001
phosphodiesterase GDE1 homolog (S.
cerevisiae
GPR139 G protein-coupled receptor 139 3683430 1,89 0,0000
GPR180 G protein-coupled receptor 180 3496916 -1,54 0,0004
HDGFL1 hepatoma derived growth factor-like 1 2898096 1,56 0,0000
HIST1H1A histone cluster 1, Hla 2946194 1,59 0,0005
HIST1H2AL | histone cluster 1, H2al 2900091 1,80 0,0004
HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase | 2815965 -1,54 0,0001
HMGCS1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2855501 -2,10 0,0000
1 (soluble)
HNRNPAL1L | heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 3416483 -1,52 0,0036
21 Al /I heterogeneous nuclear
HNRNPAL1P |ribonucleoprotein A1l pseudogene 10 //
10/1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
HNRNPA1 Al-like 2
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IFT52 intraflagellar transport 52 homolog 3886179 -1,51 0,0005
(Chlamydomonas)

IFT74 intraflagellar transport 74 homolog 3165780 -1,54 0,0073
(Chlamydomonas)

IL16 /// StAR-related lipid transfer (START) 3635553 -1,95 0,0000

STARD5 domain containing 5 // interleukin 16
(lymphocyte chemoattractant factor)

IL18 interleukin 18 (interferon-gamma-inducing | 3391255 -1,61 0,0000
factor)

IMPACT Impact homolog (mouse) 3782166 -1,67 0,0001

INGX inhibitor of growth family, X-linked, 4011951 1,54 0,0001
pseudogene

INO80C INO80 complex subunit C 3804000 -1,61 0,0000

ITGA3 / integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 | 3726154 -1,54 0,0002
subunit of VLA-3 receptor)

KAT5 K(lysine) acetyltransferase 5 3335517 -1,50 0,0023

KCNE3 potassium voltage-gated channel, Isk- 3381965 -1,58 0,0020
related family, member 3

KCNE4 potassium voltage-gated channel, Isk- 2529627 1,75 0,0077
related family, member 4

KCNKS3 potassium channel, subfamily K, member 2473936 1,68 0,0000
3

KDM4C lysine (K)-specific demethylase 4C 3161566 -1,75 0,0001

KIAA0528 KIAA0528 3447129 -1,50 0,0007

KIAA1826 KIAA1826 3389529 -1,64 0,0013

KLHDC2 kelch domain containing 2 3534923 -1,67 0,0000

KRTAP5-5 | keratin associated protein 5-3 // keratin 3358906 3,01 0,0000

/Il KRTAPS- | associated protein 5-8 // keratin associated

711 protein 5-7 // keratin associated protein 5-5

KRTAP5-8 |/ keratin associated protein 5-3

/Il KRTAP5-

3

KRTAP6-3 | keratin associated protein 6-3 3917582 1,88 0,0024

LCE3A late cornified envelope 3A 2435745 1,54 0,0006

LHFPL3 lipoma HMGIC fusion partner-like 3 3017354 1,67 0,0000

LHFPL4 lipoma HMGIC fusion partner-like 4 2662297 1,54 0,0023

LOC100101 | hepatitis A virus cellular receptor 1 // 2883317 -1,69 0,0055

266 /// hepatitis A virus cellular receptor 1

HAVCR1 pseudogene

LOC100129 |acetyl-CoA acetyltransferase 2 2934131 -1,56 0,0000

518 /i/

ACAT?2

LOC100132 | chromosome 22 open reading frame 32 3947310 -1,60 0,0006

273 111

C220rf32

LOC100132 | coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain 2640507 -1,54 0,0095

481 /11 containing 6

CHCHD6

LOC100507 | NMfibronectin 1 2526806 -1,64 0,0005

488 /Il FN1
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LOC399815 | chromosome 10 open reading frame 88 3310725 -1,55 0,0030

/Il C100rf88

LOC80054 | hypothetical LOC80054 3829300 2,84 0,0002

LRRC37A3 | leucine rich repeat containing 37, member | 3767169 -1,87 0,0012

i A3 //ADP-ribosylation factor-like 17A //

LRRC37A2 |leucine rich repeat containing 37, member

i A2 /| LRRC37A4 [/ leucine rich repeat

LRRC37A4 | containing 37, member A4 (pseudogene)

/Il ARL17A

/Il LRRC37A

LRRFIP1 leucine rich repeat (in FLII) interacting 2534456 -1,84 0,0003
protein 1

MASTL microtubule associated serine/threonine 3240012 -1,66 0,0001
kinase-like

MDP1 magnesium-dependent phosphatase 1 3557968 -1,72 0,0012

MEGF8 multiple EGF-like-domains 8 3834837 -1,55 0,0089

MMP2 matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 3661684 -1,52 0,0004
72kDa gelatinase, 72kDa type IV
collagenase)

MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, 3388830 1,66 0,0000
progelatinase)

MNDA myeloid cell nuclear differentiation antigen | 2362333 -1,54 0,0075

MOGAT?2 monoacylglycerol O-acyltransferase 2 3340640 1,69 0,0004

MS4A4A membrane-spanning 4-domains, subfamily | 3332298 -1,56 0,0002
A, member 4

MT1G metallothionein 1G 3692999 1,81 0,0026

MT3 metallothionein 3 3662093 1,62 0,0001

MUCL1 mucin-like 1 3416702 1,54 0,0082

MYCN v-myc myelocytomatosis viral related 2470805 1,72 0,0017
oncogene, neuroblastoma derived (avian)

MYST4 MYST histone acetyltransferase 3252382 -1,57 0,0000
(monocytic leukemia) 4

NACAP1 nascent-polypeptide-associated complex 3109600 1,92 0,0000
alpha polypeptide pseudogene 1

NAPB N-ethylmaleimide-sensitive factor 3901191 -1,52 0,0013
attachment protein, beta

NAT10 N-acetyltransferase 10 (GCN5-related) 3326252 -1,52 0,0001

NCF4 neutrophil cytosolic factor 4, 40kDa 3944543 -1,52 0,0000

NCR1 natural cytotoxicity triggering receptor 1 3841881 -1,51 0,0002

NCRNAOO2 | non-protein coding RNA 257 3932261 1,93 0,0087

57

NEILL /// nei endonuclease Vlli-like 1 (E. coli) // 3602299 1,57 0,0001

MAN2C1 mannosidase, alpha, class 2C, member 1

NFX1 Nuclear transcription factor, X-box binding | 3166880 -1,59 0,0001
1

NKPD1 /// trafficking protein particle complex 6A 3865223 -1,57 0,0036

TRAPPCG6A

NOB1 RPN12 binding protein 1 homolog (S. 3696697 -1,69 0,0013

cerevisiae)
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NXF2 /1l nuclear RNA export factor 2 3985034 -2,09 0,0052
NXF2B
OR4A5 olfactory receptor, family 4, subfamily A, 3373122 1,62 0,0001
member 5
OR52M1 olfactory receptor, family 52, subfamily M, 3318141 1,68 0,0004
member 1
OSGEP O-sialoglycoprotein endopeptidase 3555461 -1,62 0,0000
PAN3 PAN3 poly(A) specific ribonuclease subunit | 3483159 -1,51 0,0018
homolog (S. cerevisiae)
PBLD phenazine biosynthesis-like protein 3292590 -1,76 0,0009
domain containing
PCID2 PCI domain containing 2 3526378 -1,55 0,0007
PCOLCE2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2 | 2698996 -1,74 0,0000
PCSK1N proprotein convertase subtilisin/kexin type | 4007550 1,53 0,0003
1 inhibitor
PDXP /Il pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) 3944873 1,52 0,0001
SH3BP1 phosphatase // SH3-domain binding
protein 1
PFN4 profilin family, member 4 2544219 1,53 0,0026
PIH1D1 PIH1 domain containing 1 3867865 -1,53 0,0001
PIR pirin (iron-binding nuclear protein) 4000560 -1,72 0,0004
PLEKHAL pleckstrin homology domain containing, 3268274 -1,65 0,0005
family A (phosphoinositide binding specific)
member 1
PLEKHF2 pleckstrin homology domain containing, 3107828 -1,57 0,0026
family F (with FYVE domain) member 2
POLI polymerase (DNA directed) iota 3788833 -1,58 0,0038
PROKR1 prokineticin receptor 1 2486901 1,58 0,0014
PSD3 / pleckstrin and Sec7 domain containing 3 3126368 -2,12 0,0013
PSMA2 /I chromosome 7 open reading frame 2 3047953 -1,62 0,0040
C70orf25
PSME2 proteasome (prosome, macropain) 3557811 2,90 0,0000
activator subunit 2 (PA28 beta)
RBM43 RNA binding motif protein 43 2580943 -2,03 0,0004
RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa 2372858 -1,81 0,0001
RHOB ras homolog gene family, member B 2471978 1,57 0,0000
RNF185 ring finger protein 185 3957738 -2,01 0,0055
ROGDI rogdi homolog (Drosophila) 3678369 -1,52 0,0002
RPL23AP64 | NR_003040 // RPL23AP64 // ribosomal 3394057 2,68 0,0006
protein L23a pseudogene 64 // 11923.3 //
649946 /// BC017930 // RPL23AP64 //
ribosomal protein L23a pseudogene 64 //
11923.3 // 649946
RPLPO ribosomal protein, large, PO 3474344 2,17 0,0000
RPP38 ribonuclease P/MRP 38kDa subunit 3236538 -1,67 0,0037
RPS11 ribosomal protein S11 3439256 -1,62 0,0037
RSF1 NM_ remodeling and spacing factor 1 3382972 -1,60 0,0001
S100B S100 calcium binding protein B 3935486 -1,57 0,0005
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S1PR2 sphingosine-1-phosphate receptor 2 3850166 1,64 0,0056
SC4MOL sterol-C4-methyl oxidase-like 2750594 -1,95 0,0000
SC5DL sterol-C5-desaturase 3352904 -1,52 0,0006
SCFD1 secl family domain containing 1 3531032 -1,51 0,0010
SCFD2 / secl family domain containing 2 2769182 -1,66 0,0016
SEC23A Sec23 homolog A (S. cerevisiae) 3561952 -1,54 0,0008
SEPT11 septin 11 2732273 1,82 0,0000
SH3BGRL high-mobility group nucleosome binding 4013828 -1,54 0,0061
/I HMGN5 | domain 5
SIGLEC11 |sialic acid binding Ig-like lectin 11 3868257 1,51 0,0001
SIRT2 sirtuin 2 3861689 -1,54 0,0019
SLC25A16 |solute carrier family 25 (mitochondrial 3292735 -1,58 0,0001
carrier; Graves disease autoantigen),
member 16
SLC29A1 solute carrier family 29 (nucleoside 2908423 -1,53 0,0000
transporters), member 1
SLC35E4 /// | dual specificity phosphatase 18 // solute 3957486 -1,60 0,0002
DUSP18 carrier family 35, member E4
SLC39A8 solute carrier family 39 (zinc transporter), 2779823 -1,61 0,0003
member 8
SLFN5 schlafen family member 5 3718555 -1,52 0,0000
SNORA17 |small nucleolar RNA host gene 7 (non- 3230332 1,76 0,0007
i protein coding) // small nucleolar RNA,
SNORA43 H/ACA box 17 // small nucleolar RNA,
/Il SNHG7 H/ACA box 43
SNORA2A | chromosome 12 open reading frame 41 3453177 -1,84 0,0000
7
SNORA2B
7
SNORA34
/Il C120rf41
SNUPN snurportin 1 3633522 -1,62 0,0002
STARD4 StAR-related lipid transfer (START) 2870828 -1,92 0,0000
domain containing 4
STAT2 signal transducer and activator of 3457752 -1,90 0,0000
transcription 2, 113kDa
STC1 stanniocalcin 1 3128046 1,71 0,0000
SUMO1P1 |SUMO1 pseudogene 1 3910347 -1,58 0,0025
SUMO1P3 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 2595252 1,73 0,0003
/Il SUMO1 | (S. cerevisiae) // SMT3 suppressor of mif
two 3 homolog 1 (S. cerevisiae)
SUMO1P3 |SUMO1 pseudogene 3 // SMT3 2363074 -2,63 0,0071
/Il SUMO1 | suppressor of mif two 3 homolog 1 (S.
cerevisiae)
SYNGR2 synaptogyrin 2 3736232 -1,55 0,0007
TAGLN3 transgelin 3 2635998 1,51 0,0007
TCEAL3/// | transcription elongation factor A (Sll)-like 3985644 1,65 0,0002
TCEALG6 3// transcription elongation factor A (Sll)-
like 6
TCEALY transcription elongation factor A (SlI)-like 3985511 1,60 0,0018
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TCEANC transcription elongation factor A (SII) N- 3969396 -1,73 0,0013
terminal and central domain containing

TCF25 transcription factor 25 (basic helix-loop- 3674434 -1,53 0,0000
helix)

TDP1 tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 3548152 -1,51 0,0004

TEX9 testis expressed 9 3594986 -1,53 0,0035

TGDS TDP-glucose 4,6-dehydratase 3520989 -1,61 0,0001

TIAM2 /1] transcription factor B1, mitochondrial 2980812 -1,54 0,0020

TFBIM

TIGD6 /1l solute carrier family 26 (sulfate 2835300 -1,65 0,0040

SLC26A2 transporter), member 2

TKTL2 transketolase-like 2 2792161 1,69 0,0000

TMEM145 transmembrane protein 145 3834744 1,68 0,0002

TMEM208 transmembrane protein 208 3665357 -1,52 0,0000

TMEMA45A transmembrane protein 45A 2633691 -1,67 0,0031

TPP1 tripeptidyl peptidase | 3361041 -1,55 0,0000

TRAPPC4 trafficking protein particle complex 4 3351775 -1,50 0,0000

TRIM21 tripartite motif-containing 21 3360142 -1,53 0,0039

TRUB1 TruB pseudouridine (psi) synthase 3265494 1,66 0,0000
homolog 1 (E. coli)

TTC39C tetratricopeptide repeat domain 39C 3781980 -1,58 0,0004

TUBA3C /// | tubulin, alpha 3e // tubulin, alpha 3d // 2575949 2,64 0,0081

TUBAS3D ///  |tubulin, alpha 3c

TUBA3E

TUBB2B tubulin, beta 2B 2939232 1,69 0,0023

TXNIP thioredoxin interacting protein 2356115 1,59 0,0002

UFSP2 UFM1-specific peptidase 2 2796875 -1,60 0,0008

VIPAR VPS33B interacting protein, apical- 3573078 -1,55 0,0000
basolateral polarity regulator

WNT7B wingless-type MMTYV integration site 4053903 1,92 0,0011
family, member 7B

ZBED5 zinc finger, BED-type containing 5 3362934 -1,53 0,0083

ZBTB41 zinc finger and BTB domain containing 41 | 2449619 -1,51 0,0010

ZFC3H1 zinc finger, C3H1-type containing 3462094 -1,50 0,0005

ZNF25 zinc finger protein 25 3285614 -1,54 0,0081

ZNF263 /// tigger transposable element derived 7 // 3677538 -1,58 0,0015

TIGD7 zinc finger protein 263

ZNF460 zinc finger protein 460 3843156 -1,62 0,0005

ZNF841 /I zinc finger protein 841 // zinc finger protein | 3869396 -1,98 0,0002

ZNF836 /// | 432 // zinc finger protein 836

ZNF432
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Anexo 2. Contribuciones

Durante la ejecucién del proyecto se formaron dos jévenes investigadores, financiados por
COLCIENCIAS vy el Centro Dermatolégico Federico Lleras Acosta. Las contribuciones
fueron:

Carlos Esteban Franco Mufioz. Joven investigador

Apoyo a la propagacion de los constructos genéticos, transduccion y seleccion de células.
Apoyo en la estandarizacion de la infeccion in vitro de las células U-937

Extraccion de RNA

Apoyo en la produccion y titulacion de virus.

Diana Alexandra Londofio Barbosa — Joven investigador

Apoyo en la estandarizacion de la técnica de tincién fluorescente y evaluacion del fenotipo
de infeccion.

Apoyo en la estandarizacion y realizacion de los ensayos de Western Blot.
Apoyo en el disefio de secuencias de shRNAs.
Daniel Restrepo Montoya MSc, PhD (c)

Apoyo en el analisis de los datos de microarreglos y en el analisis de enriquecimiento
funcional.

Guillermo Sanchez Vanegas MD, MSc, PhD

Apoyo en los andlisis e interpretacion de resultados estadisticos
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