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RESUMEN

Toxoplasma gondii es un parasito que puede invadir cualquier célula del
cuerpo humano. Existe una evidencia de que el componente genético del
hospedador humano y la estructura genética del parasito desempefian un
papel crucial en la gravedad de la enfermedad. Los mecanismos de interaccion
y crecimiento de Toxoplasma con las células (macrofagos, neuronas,
musculares, etc.) en el modelo ratén esta bien descrito, pero conocemos muy
poco de los mecanismos de infeccion/interaccién en cuanto a la persistencia y
la multiplicacion del parasito en células humanas. Se han propuesto muchos
modelos para estudiar la interaccion entre este parasito y las células
hospederas. Sin embargo, hay pocos modelos humanos disponibles para
estudiar la toxoplasmosis, entre los que destacan las PBMCs humanas como
modelo de estudio. Aqui, implementamos y describimos un modelo ex vivo
estandarizado con PBMC humanas sin usar suplementos de cultivo /
antibioticos y sin células crio-preservadas (MeExSs), para estudiar las
interacciones entre T. gondii y células humanas de personas con
toxoplasmosis cronica (ToxolgG+) y sin Toxoplasmosis (Toxo IgG-).
Posteriormente, realizamos el secuenciamiento y la cuantificacion tanto de
ARN mensajeros humanos como del parasito utilizando el sistema high-
throughput sequencing (lllumina RNA-Seq Technology). Finalmente, se realiz
un analisis bioinformatico que permitidé identificar genes diferencialmente
expresados tanto por parte del hospedador como del parasito. En este estudio
presentamos por primera vez para el estudio de la toxoplasmosis un analisis
transcriptomico dual en el modelo MeExSs, donde se describe la interaccion
entre Toxoplasma y PBMCs-h. Se evidenci6 que existe una alteracion de los
perfiles de expresion por la condicion IgG+/- de los PBMCs humanos. Los
perfiles de expresion, tanto de las células como del parasito indican que la
interaccion difiere a la presentada de manera general en el modelo murino, por

lo que se hace evidente la necesidad de continuar profundizando en la



comprension tejido-especifica y especie especifica de la relacion entre

Toxoplasma y sus células hospederas.

Palabras claves: Toxoplasmosis, interaccién, genes, transcriptémica, modelo ex vivo.



SUMMARY

Toxoplasma gondii is a parasite that can invade any cell in the human body.
There is evidence that the genetic component of the human host and the
genetic makeup of the parasite play a crucial role in the severity of the disease.
The mechanisms of interaction and growth of Toxoplasma with cells
(macrophages, neurons, muscle, etc.) in the mouse model is well described,
but we know very little about the mechanisms of infection / interaction in terms
of the persistence and multiplication of the parasite. in human cells. Many
models have been proposed to study the interaction between this parasite and
host cells. However, there are few human models available to study
toxoplasmosis, among which human PBMCs stand out as a study model. Here,
we implement and describe a standardized ex vivo model with human PBMC
without using culture / antibiotic supplements and without cryo-preserved cells
(MeExSs), to study the interactions between T. gondii and human cells from
people with chronic toxoplasmosis (ToxolgG +). and without Toxoplasmosis
(Toxo IgG-). Subsequently, we performed the sequencing and quantification of
both human and parasite messenger RNAs using the high-throughput
sequencing system (lllumina RNA-Seq Technology). Finally, a bioinformatic
analysis was carried out that found to identify genes differentially expressed by
both the host and the parasite. In this study we present for the first time for the
study of toxoplasmosis a dual transcriptomic analysis in the MeExSs model,
where the interaction between Toxoplasma and PBMCs-h is described. It was
evidenced that there is an alteration of the expression profiles due to the IgG
+/- condition of human PBMCs. The expression profiles of both the cells and
the parasite indicate that the interaction differs from that presented in a general
way in the murine model, which is why the need to continue deepening the
tissue-specific and species-specific understanding of the relationship between

Toxoplasma and its host cells.

Key words: Toxoplasmosis, interaction, genes, transcriptomics, ex vivo model.
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ABREVIACIONES

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica.
PBMCs-h: Células mononucleares de sangre periférica humana.
HFF: Fibroblastos humanos

IL-1B: Interleucina 1 beta.

IL-10: Interleucina 10.

IFN-y: Interferbn gamma.

SFB: suero fetal bovino.

CRO: Individuos cronicos asintomaticos

NEG: Individuos negativos para T. gondii

STAT3: Transductor de sefal y activador de la transcripcion 3
STATG6: Transductor de sefal y activador de la transcripcion 6
MOI: Multiplicidad de la infeccion

VP: Vacuola parasitéfora

NK: Células asesinas naturales

GBPs: Proteinas de unién a guanilato

ROP: Proteinas secretadas por las roptrias

RON: Proteinas del cuello de las roptrias

RNA-seq: secuenciacion de ARNm

MHC | y lI: complejo de histocompatibilidad | y I

ToxoDB: Toxoplasma Data Base

CD8, CD4: Cluster of Differentiation (linfocitos con diferenciacioén 8 y 4)
Th1y Th2: T helper response (respuesta ayudadora 1y 2)
GO: ontologia génica

MTs: Microtubulos

ARN: Acido ribonucleico

ADN: Acido desoxiribonulceico.

SAGs: (“surface antigens”), antigenos de superficie

GPI: glucosilfosfatidilinositol



SRSs: (SAG1-related sequences”), secuencias relacionadas a SAG.
KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.

SUSAs: (“SAG-unrelated surface antigens”), secuencias de antigenos no
relacionados a SAG.

CDPK: Proteinas-kinasas calcio dependientes.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

MIC: Micronemas.

RON: (“rhoptry neck proteins”), proteinas del cuello de las roptrias.
AMA1: (“apical membrane antigen”), antigeno de memebrana apical.
VP: Vacuola parasitofora.

MVP: membrana de la Vacuola parasitéfora.

PBS: solucion salina tamponada con fosfato.

GRAs: Proteinas de los granulos densos.

M1: Macrofagos tipo 1.

M2: Macrofagos tipo 2.

ON: Oxido nitrico

FPKMs: Fragmentos por kilobase por millon de fragmentos mapeados.
T. gondii-GFP: T. gondii transfectado con la proteina verde fluorecente.
TLA: Antigeno-lisado total.

IFs: Filamentos intermedios

SOCS: supresores de sefalizacion de citoquinas.

IVN: red intravacuolar de membranas.

IMCs: Proteinas del complejo de membrana interna.

GO: BP Ontologia de genes : Procesos Biologicos.

GO:MF Ontologia de genes Funcién molecular.

KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.

REAC: Reactoma.

TF: Web Server Transfactor para evaluacion de motivos de unién a factores
de transcripcion.

MIRNA: Micro RNAs.



MyoA/B: Proteinas Miosinas Ay B.

JAKs: Proteinas Janus Kinasas.

Arg-l: Arginina .

NFKB: Complejo proteico que controla la transcripcion del ADN.
YO-PRO-1/7-AAD: Metodo de deteccion de apoptosis.

GTPasas: Familia de proteinas que participan en la transduccion de sefales.



1. INTRODUCCION

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que invade y se replica
en casi todas las células nucleadas de la gran mayoria de vertebrados. T.
gondii es el segundo patdogeno mas importante de transmisién alimentaria
generando importantes pérdidas econdmicas y un detrimento en la calidad de
vida de las personas infectadas, especialmente en personas
inmunocomprometidas. La infeccion por este parasito es una de las principales
causas de discapacidad visual en pacientes de numerosos paises, siendo
Colombia uno de los paises donde mas casos se reportan. El éxito atribuido a
este parasito se debe a sus sofisticados mecanismos de supervivencia que
este establece en el interior de la célula que invade. Toxoplasma tiene la
capacidad de modular y controlar la respuesta inmune del hospedero a través
de la secrecion de proteinas que intervienen en las vias de sefalizacién que
inician la transcripcion de los genes encargados de la respuesta inflamatoria y
anti- Toxoplasma de la célula hospedera. Lo que mejor se conoce acerca de la
modulaciéon de ARN mensajeros de genes del hospedador por Toxoplasma
han sido realizados en el modelo raton, tal es el caso en el que el gen que
codifica la proteina ROP18 (cinasa activa) se une al gen que codifica la
proteina ROP5 (pseudocinasa) y cooperativamente (ROP18 y ROPS) inhiben
las proteinas IRGs (GTPasas inducidas por interferén). Dichas proteinas IRGs
estan encargadas de destruir la membrana de la vacuola parasitofora (PVM)
y conducir finalmente a la destruccion del parasito desde interior de la célula,
sin embargo este mecanismo no es funcional en los humanos debido a que no
cuenta con proteinas IRGs inducibles para interferon. Lo anterior es solo un
ejemplo que indica que el modelo raton es un modelo limitado para inferir
respecto a lo que pueda estar sucediendo en el humano, de hecho comparado
con el raton, el ser humano es mas resistente a Toxoplasma gondii. Todo este
panorama indica que la combinacidon de estos y otros efectores secretados



por toxoplasma determinan en gran medida su capacidad de virulencia y
fundamentalmente la estrategia de modulacion de las rutas de sefalizacidon
por parte del hospedador que pueden, inclusive, llegar a estar asociadas con
el desenlace clinico. Tambien es muy escasa la informacidén proveniente de
modelos mucho mas cercanos al ser humano, de hecho, la mayoria de esta
informacion se ha obtenido por modelos celulares en lineas humanas de
laboratorios, como las células endoteliales, células dendriticas o las células
HFF (human foreskin fibroblast) y es mucho mas limitada la informacion de
estudios en células humanas provenientes de individuos que padecen la
enfermedad. Por lo tanto, se hace necesario conocer los genes humanos
relacionados con la inmunidad que son alterados en su expresion durante la
estimulacion/infeccion del parasito, tal como puede ocurrir en las
reactivaciones de los individuos con toxoplasmosis de lo cual se desconoce
ampliamente sus causas. Adicionalmente, se hace importante conocer si
existe un comportamiento diferencial por parte del parasito frente a PBMCs
provenientes de diferentes formas clinicas. Actualmente el reto es aproximarse
en un contexto mas preciso y complejo respecto a la infeccion en humanos
que estan siendo afectados por este parasito, por lo que en los ultimos afios,
la tecnologia RNA-seq se ha considerado como una técnica altamente eficaz,
de bajo precio (accesible) y ha empezado a ser utilizada en la investigacion de
muchas enfermedades infecciosas incluida la toxoplasmosislos, siendo los
analisis duales por RNA-seq una muy buena oportunidad para permitir
conocer los genes y rutas de comunicacion celular que estan siendo

moduladas por Toxoplasma en los seres humanos.



2. MARCO CONCEPTUAL
2.1 Caracteristicas generales de los Apicomplexos

Los Apicomplexa son un phylum que comprende mas de 5.000 protozoos que
son casi exclusivamente parasitos intracelulares obligados de animales
vertebrados e invertebrados (1). Dicho grupo de organismos son
caracterizados por la presencia de una estructura conocida como el "complejo
apical," del cual se inspird el nombre del Phylum (2). Dicha estructura tiene un
papel preponderante para este grupo de parasitos, dado que en este extremo
apical existe un grupo de organulos entre los que se encuentran una red de
complejos tubulares llamados micronemas, que contienen las moléculas
necesarias para interactuar con la célula huésped y contener generalmente
toda la maquinaria de adhesion. Durante la invasion los Apicomplexos parecen
fusionar y utilizar ampliamente otro organulo del complejo apical conocido
como las roptrias que al descargar su contenido ayudan ademas de la
invasion, en la modulacion de la respuesta inmunolégica al parasito. Otra
caracteristica distintiva en los Apicomplexos es el apicoplasto, que es un
organulo degenerado fotosintético que desciende de una endosimbiosis
secundaria de un eucariota, probablemente de ascendencia de roddfitas
(3). Los Apicomplexa poseen una movilidad unica dependiente del sustrato
que no es fundamentada en organulos como flagelos o en cambios en la
estructura de membrana como los pseuddpodos, la movilidad requiere del
reconocimiento de la membrana del hospedador y el enganche por proteinas
como las adhesinas que contengan dominios conservados, tales como
trombospondina 1 (TSR), Von Willerbrand, PAN, EGF, lectinas entre otras (4).
Esta movilidad es posible gracias a un complejo llamado glideosoma,
conformado por un motor de actina-miosina, adhesinas, y proteasas. Este
complejo macromolecular le permite deslizarse (en inglés: gliding) lo cual es

crucial para el establecimiento de la infeccion e invasién por la mayoria de



parasitos Apicomplexa. EI mecanismo de desplazamiento parasitario permite
la migracion a través de barreras bioldgicas, la invasion de células y la salida
de las células hospedadoras (5).

2.2 Generalidades de Toxoplasma gondii

T. gondii es un protozoario ubicuo que pertenece al filo Apicomplexa, T. gondii
fue inicialmente aislado del roedor Ctenodactylus gundii por Nicolle vy
Manceaux en 1908. El nombre del parasito estda dado por su morfologia
(foxo—arco, plasma—vida) y gondii por el hospedero roedor en el cual se aislo
por primera vez (6). T. gondii se agrupa con otros parasitos de gran
importancia médica y veterinaria como Plasmodium, Cryptosporidium, Babesia
y Neospora. Aunque este grupo de parasitos comparten varias caracteristicas
estructurales, una de las principales caracteristicas de T. gondii es su amplio
espectro de hospederos y células que puede invadir y replicarse, incluyendo
al hombre, donde puede causar la toxoplasmosis humana (7).

Se ha estimado que hasta en un tercio de la poblacion humana esta infectada
con T. gondii. La prevalencia global de Toxoplasma es en su mayor parte es
el resultado de su ciclo bioldgico increiblemente flexible, dos rutas principales
de transmisidn existen en la naturaleza (sexual y asexual) y tres diferentes
formas para el desarrollo (esporozoitos, bradizoitos y taquizoitos) mediante
colonizacion, diseminacion y la transmisibilidad de la infeccidn para un vasto
conjunto de anfitriones susceptibles (8). La toxoplasmosis es una de las
enfermedades zoondticas mas conocida y mas extendida en todo el mundo.
El parasito también es considerado como un patégeno de transmision
alimentaria generando importantes pérdidas econdmicas a nivel global (9).
Este se trasmite a humanos por el consumo de agua que puede estar
contaminada con ooquistes (10), o por la ingestion de quistes tisulares
especialmente en carne de consumo humano (11). Esta enfermedad también

causa problemas en otras especies salvajes en todo el mundo, y posiblemente



se origino primero en estas especies de vida silvestre y posteriormente paso a
estar bien establecida como una enfermedad humana. Por estos motivos, la
toxoplasmosis esta recibiendo cada vez mas atencién como parte de las

enfermedades emergentes (9).

A pesar de ser una especie modelo del grupo, T. gondii posee la cualidad de
infectar a sus hospedadores sin necesidad de estar en su estado sexual
(ooquistes, o esporozoito) e infectar células nucleadas de vertebrados. En la
infeccion, T. gondii (haploide) se multiplica asexualmente y luego se desarrolla
en una etapa “cronica” (bradizoito) que persiste hasta la muerte del anfitrion,
pero que puede iniciar una nueva infeccion por la ingesta de un depredador o
un animal carrofiero. Su fase sexual ocurre en el intestino de félidos y después
de su excrecion al ambiente en las heces, el ooquiste experimenta meiosis y
produce dos esporozoitos, cada uno conteniendo cuatro esporozoitos
haploides. La reproduccion sexual en felinos dura de 3 a 7 dias y resulta en
la expulsién de millones de ooquistes que persisten en el ambiente por muchos

meses (12).

Las manifestaciones clinicas asociadas con la infeccion por T. gondii son muy
diversas y van desde miocarditis, toxoplasmosis ocular (retinocoroiditis,
coroiditis), encefalitis e hidrocefalia hasta enfermedades mentales (13). La
enfermedad clinica debido a T. gondi no es comun porque es
predominantemente la etapa del taquizoito de rapida replicacion la
responsable de la destruccién que resulta en manifestaciones clinicas, y esta
etapa generalmente esta bien controlada por la respuesta inmune del
hospedero. La infeccion del bradizoito es latente y no genera alguna
enfermedad clinica clara. Dos condiciones confieren mayores riesgos de
enfermedad clinica: (a) inmunosupresion, la cual tipicamente resulta en la
conversion del estado bradizoito a taquizoito y (b) una infeccion primaria

durante el embarazo, la cual puede resultar en infeccidon congénita del feto,



donde la falta de un sistema inmune maduro facilita la replicacion de

taquizoitos (1).
2.3 Plasticidad genética de Toxoplasma gondii

La plasticidad fenotipica es la habilidad de un genotipo particular de generar
mas de una forma alternativa en morfologia, estado fisiolégico, y/o
comportamiento en respuesta a las condiciones medioambientales(14). El
ambiente no es solo el agente de seleccidn, en el sentido de ser la arena donde
los distintos fenotipos logran diferentes grados de supervivencia y éxito
reproductivo, es también un agente de desarrollo, el cual influye de forma
importante el rango de fenotipos que fueron producidos por un genotipo dado
(14).

A pesar de su capacidad para parasitar una gran diversidad de organismos, la
diversidad genética de Toxoplasma es baja (15) y se clasifica clasicamente en
tres linajes denominados |, II, y Ill, con una tasa de recombinacion menor al
5% entre estos, lo que ha llevado a plantear que T. gondii tiene una estructura
poblacional clonal (16). Ademas de poseer poca variabilidad genética y
practicamente estar en la mayoria de los vertebrados, el desarrollo en T. gondii
es enormemente flexible. El que la estructura poblacional sea en su mayoria
clonal, no significa necesariamente que no se ejerzan fuerzas o mecanismos
de regulacién que le permitan resistir condiciones desfavorables al parasito.
En T. gondii, se han descubierto patrones de empalme alternativo, que aportan
a la diversidad proteica, tal como podria suceder en el caso de las adhesinas
ya que, a través de un solo gen se producen isoformas y que cumplen
diferentes funciones, tales como cambiar los patrones de empalme de exones
e intrones, generar proteinas con la misma funcion o sus antagonistas o que
tienen localizacidén celular distintas. Un ejemplo de ellos son las proteinas
MyoA/B que presentan varias isoformas o las proteinas asociadas a la inter-
conversion de estadios como ROP18 (17).



2.4 Interaccion Toxoplasma-hospedero

Para llevar a cabo la invasion celular T. gondii, debe entrar en contacto y
reconocer las células del hospedador; en este caso, existen multiples
interacciones posibles entre receptor- del parasito y su ligando en las células.
Inicialmente, se produce una interaccion de baja afinidad, mediada por las
proteinas de superficie del zoito, de las cuales la mayoria son proteinas
denominadas SAGs (“surface antigens”), antigenos de superficie anclados por
glucosilfosfatidilinositol (GPI), SRSs (“SAG1-related sequences”) y SUSAs
(“SAG-unrelated surface antigens”). Las proteinas SAGs parecen interactuar
con glicosaminoglicanos sulfurados como heparina (18). El antigeno de
superficie SAG1 ha demostrado ser un ligando crucial para promover la
invasion; experimentos de neutralizacion han revelado que anticuerpos
monoclonales anti-SAG1 pueden bloquear parcialmente la invasion de los
taquizoitos en cultivos celulares (19). Ademas, SAG1 soluble puede unirse
directamente a la superficie celular. Los cambios conformacionales de SAG1
pueden influir en la adherencia de Toxoplasma a las células (20). La invasion
de T. gondii depende de multiples factores, entre ellos, otras SAG como SAG2
y SAG3, (21).

Estudios de genética inversa apoyan el papel de SAGs en la adherencia del
parasito a la superficie celular. La abundancia y distribucién de SAGs en la
superficie del parasito permite interacciones laterales de baja afinidad con la
superficie celular. Se cree que este hecho permite al parasito la interaccion
inicial con la célula para la seleccion del lugar optimo de invasion. Esta
interaccién inicial parece ser reversible, permitiendo la separacién del parasito
si no considera a esa célula en particular ideal para la invasion (22). Por otro

lado, SAG1 es el antigeno de superficie mas importante; aunque solo



representa un 3-5% de las proteinas del parasito, la mayoria de anticuerpos
son reactivos frente a SAG1 durante la infeccidon (23). SAG1 ha demostrado
estimular lainmunidad humoral y celular, protegiendo frente a la toxoplasmosis
(24). Esto le hace tener excelentes caracteristicas de antigenicidad e
inmunogenicidad valiosas para diagndstico e inmunizacion. Fragmentos de los
genes que codifican estas proteinas (de sag1, sag2 y sag4) se han utilizado
para el diagndstico molecular (PCR), especialmente en individuos

inmunosuprimidos (23).

Tras el contacto y reconocimiento, una sefal desconocida dispara el aumento
de calcio en el citosol, que estimula la descarga de los micronemas vy la
extrusion del conoide; este proceso depende de proteinas-quinasas calcio
dependientes (CDPK) (25). Las proteinas de los micronemas MICs
(“micronemal proteins”) contienen dominios de adhesion, de distintos tipos
(tipo trombospondina, factor de crecimiento epidérmico, tipo lectinas, etc.); son
proteinas solubles y transmembrana que se liberan y forman complejos sobre
la superficie del zoito que se unen a receptores de las células, jugando un
papel fundamental en la adhesién y el movimiento siendo MIC1, MIC2 y MIC3
las mas importantes (26). Algunas MICs (MIC2) se conectan al sistema actina-
miosina via aldolasa (27). La mayor parte de estas adhesinas son eliminadas
por proteasas romboides a medida que la invasién avanza (el zoito se va

“‘desenganchando” y entrando).

En algun momento, un segundo disparo desconocido estimula la exocitosis de
las roptrias. Se liberan primero las proteinas del cuello RON (“rhoptry neck
proteins”). Las denominadas RON2, RON4, RONS y RON8 se unen a AMA1
(“apical membrane antigen”) (28,29), una proteina que se localiza en los
micronemas de los parasitos que se estan desarrollando intracelularmente y
en la superficie apical de los parasitos extracelulares, justo antes de la
invasion; AMA 1 es fosforilada por la quinasa PKA (“cAMP-sensitive kinasa”)

siendo éste un suceso critico para la invasion (30). AMA1 y las proteinas RON



citadas forman el ensamblaje movil, un complejo molecular que enlaza las
membranas del zoito y la célula a invadir, y que ira desplazandose sobre la
superficie del parasito a medida que éste se impulse hacia el interior. AMA1
es necesaria para organizar el complejo RON durante la invasion; los parasitos
deficientes en este antigeno no pueden formar el anillo de ensamblaje (29). El
motor de actina-miosina, asociado a la pelicula, generara la fuerza para la
invasion (31); si se bloquea, el proceso se interrumpe (32). La proteina RON2
se asocia a AMA1 produciendo una reorganizacion estructural que permite la
formacién de una estructura intima y extensa. Este complejo es lo
suficientemente fuerte como para resistir la fuerza de propulsién a través del
ensamblaje movil y ha demostrado ser crucial para la invasion (33). Dos
proteinas de las roptrias, Toxofilina y RONS, interaccionan con el citoesqueleto
de actina de la célula, facilitando la entrada (28,34). A medida que penetra, el
parasito va formando la vacuola parasitéfora (VP) (35). Estudios morfolégicos
y electrofisiologicos han demostrado que los lipidos de la VP provienen de la
membrana plasmatica del hospedador y no de organulos como lisosomas,
reticulo endoplasmatico o aparato de Golgi (36). Ademas, Toxoplasma define
activamente la composicion proteica de la membrana de la VP (MVP) y durante
la entrada elimina las proteinas transmembrana que han intervenido en la
formacién del ensamblaje movil y la MVP adquiere un caracter no fusiogénico
(13).

2.5 Modulacién de la respuesta de la célula hospedera

El inicio de la modulacidn comienza cuando Toxoplasma gondii secreta las
proteinas del bulbo de las roptrias, ROPs (“rhoptry bulb proteins®), en
pequenas vesiculas que se fusionan con la naciente VP por la cara citosolica.
Las proteinas de los granulos densos, GRAs, se liberaran tras completar la
invasion y algunas se insertaran en la MVP. ROPs y GRAs modificaran la VP
y la célula que la alberga, convirtiéndola en un habitat idoneo para el parasito.

Para sobrevivir y multiplicarse, T. gondii debe adquirir nutrientes del
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hospedador. Es auxétrofo para triptofano, arginina, poliaminas, purinas,
colesterol, hierro y otros nutrientes esenciales (35). El estado no fusiogénico
de la MVP le impide utilizar el sistema endo y exocitico de la célula
hospedadora y por ello creara poros en la MVP y una red tubulo-vesicular
intravacuolar que permite la difusion bidireccional de pequefias moléculas (37).
De este modo, metabolitos solubles, de 1300-1900 Da, como glucosa,
aminoacidos, nucledtidos e iones, acceden a la VP por transporte pasivo. De
la misma forma, probablemente, los productos de desecho del parasito pasan
al citosol de la célula hospedadora.

El parasito modifica la disposicién de algunos organulos celulares en su propio
beneficio; la mitocondria y el reticulo endoplasmatico (RE) se situan en las
proximidades de la VP. ROP2, una proteina anclada a la MVP por un dominio
transmembrana, participa en el reclutamiento de la mitocondria (38). Una
reduccion selectiva de los niveles de mRNA de ROP2 resulta en un menor
reclutamiento mitocondrial, una menor adquisicion de esteroles y deficiencias
en la biogénesis de las roptrias, la invasion, la division del parasito y la
virulencia en raton (39). Por otro lado, se cree que GRA3 y GRA5 estan
implicadas en el reclutamiento del RE (40).

La infeccion por T. gondii provoca la reorganizacion de los filamentos
intermedios (IFs) y microtubulos (MTs) de la célula hospedadora, alrededor de
la VP (41), estabilizando la arquitectura celular, y permitiendo el movimiento y
la relocalizacion de los organulos intracelulares. Los MTs inducen profundas
invaginaciones de la MVP hacia el lumen de la vacuola. Los conductos
formados transportan vesiculas endociticas conformando una estructura de
doble membrana denominada H.O.S.T. (“Host Organelle Sequestering Tubulo-
structures”) (35,42) a través de la cual algunos nutrientes pueden alcanzar el
interior de la VP (43). Varias proteinas GRA se asocian a esta estructura, y
una de ellas, GRA7, parece jugar un papel fundamental en el transporte de

lipidos (41). El colesterol es crucial para la invasion y la replicacion intracelular
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de T. gondii; asi pues el contenido en colesterol de la membrana se ha
relacionado con los procesos de invasion (descarga de micronemas y roptrias)
(44) y se ha comprobado que el crecimiento del parasito aumenta por adicion
de colesterol libre o LDL-colesterol al medio extracelular (45). La red
intravacuolar de membranas (IVN), generada por las GRAs (46), también se
relaciona con la caracteristica disposicion en roseta de los parasitos tras su
division (47).

En cuanto a las proteinas ROP, citadas anteriormente, algunos miembros de
la subfamilia ROP2 (ROPK) seran muy importantes para condicionar la
capacidad del parasito para vivir y replicarse, particularmente en células como
macrofagos o monocitos, determinando la diferencia de virulencia entre las
distintas cepas (48). ROP5, ROP16 y ROP18 tienen un alto nivel de
polimorfismo y sus genes se expresan en mayor medida o se regulan de

manera especifica segun la cepa (49).

Para comprender la accion de ROP5, ROP16 y ROP18 es importante
entender la influencia de los cambios mediados por T. gondii tras la infeccion
y la respuesta del hospedador frente a patdogenos intracelulares. Se trata de
una situacion muy compleja y los analisis de microarreglos han mostrado que
intervienen un gran numero de genes que son regulados de forma diferente
dependiendo de la cepa del parasito y del tipo de células del hospedador
(50,51). En el modelo murino, inicialmente, la invasion por T. gondii causa un
aumento en la expresién de citoquinas proinflamatorias como IL-12 que varian
dependiendo de la cepa infectante (52). La IL-12 es producida principalmente
por células de la inmunidad innata, como macrofagos y células dendriticas, y
esta implicada en la inmunidad Th1. La IL-12 estimula la activacion de STAT4
que resulta en la diferenciacion de las células ThO a Th1, que junto con las
células NK producen grandes cantidades de IFN-y (53). El IFN-y activa a
STAT1, culminando la expresion de una serie de proteinas efectoras como las

GTPasas p47 que van a ayudar en la destruccion del parasito. Asi, el eje
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STAT4-STAT1 es esencial para la defensa frente a patégenos intracelulares
como T. gondii. En una respuesta inmune normal, habria también una reaccion
antiinflamatoria para compensar la reaccién proinflamatoria y prevenir el dafio
en el hospedador. STAT3 es activada por las células de la respuesta innata a
través de la acciéon de la citoquina antiinflamatoria IL-10, que, en ratones, es
secretada principalmente por células T CD4+ (54). Mientras tanto las
citoquinas IL-4 e IL-3 de la respuesta Th2 inducen la activacion de STAT6 e
inhiben la respuesta Th1. Juntos, los STATs son regulados por varias
citoquinas y pueden funcionar de formas opuestas para producir una respuesta
inmune antiparasitaria equilibrada. Las vias de activacion de STATs se regulan
mediante un mecanismo de retroalimentacion negativo compuesto por
reguladores negativos o supresores como los SOCS (“Suppressors of
Cytokine Signaling”) (55).

2.5.1 Inmuidad frente a T. gondii

La respuesta inmune a la infeccion por T. gondii puede variar
considerablemente dependiendo de la presentacion clinica de la enfermedad.
La respuesta inmune local y sistémica también varia entre individuos y parece
que depende del componente genético y del estado general del sistema
inmune del hospedero (56). Recientes investigaciones muestran que ratones
y humanos emplean diferentes rutas de inmunidad innata para controlar la
infeccion por T. gondii. En ratones, TLR7 y TLR9 detecta ARN y ADN del
parasito, mientras que TLR11 y TLR12 censan proteinas similares a profilina,
una proteina de T. gondii esencial para la invasion y el reconocimiento del
hospedador (57). Este reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs) de T. gondii por parte de los receptores tipo toll (TLRs),
converge en la activacion del factor de diferenciacion mieloide 88 (MYD&88), el
cual es necesario para la activacion de la IL-12 y subsecuente produccion de
IFN-y (58). Por lo tanto se cree que la activacion de MYD88 dependiente de

TLRs en células dendriticas (DC), lleva a la activacion de células Th1 de
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manera dependiente de IL-12, lo cual se requiere para la sobrevivencia del
hospedero durante la infeccion (59). Sin embargo, se tiene evidencia de que
la produccion de IL- 12 dependiente de MYD88 puede variar segun la cepa
infectante de T. gondii, ya que cuando se infectan macréfagos de raton con
una cepa RH (tipo I), se observa que la produccion de IL-12 se da de manera
independiente de MYD88, contrario a lo que ocurre con la cepa ME49 (tipo Il)
en los mismos macrofagos (40).

El IFN-y es una molécula esencial para la supervivencia del hospedero ante la
infeccion con T. gondii (60). Algunos de los mecanismos de proteccion
mediados por el IFN-y incluyen: (a) El bloqueo del crecimiento de T. gondii al
inducir la degradacion del triptofano (61); (b) la induccion de oxido nitrico
sintetasa-2 (NOS2) y la liberacion de oxido nitrico (NO) por macréfagos (62);
(c) la expresion de proteinas IRGs en células mieloides y no mieloides de
ratén, que ayudan a la ruptura de la vacuola parasitofora y la degradacion de
los taquizoitos en el citoplasma de la célula hospedera (63) y (d) la muerte de
la célula hospedera mediada por el receptor purinergico P2X7. Este es un
receptor con una alta expresion en la superficie de los macréfagos y su
activacion se da por el ATP extracelular liberado por procesos como dano
celular. La activacion de P2X7 se ha mostrado eficiente en la eliminacion de
microorganismos intracelulares que sobreviven en células de la linea
monocito/macréfago como Mycobacterium, Chlamydia y Leishmania,
caracteristica que la comparte T. gondii (64).

Las células dendritricas activadas y los monocitos inflamatorios producen IL-
12 que desencadena en la produccion de IFN-y por células asesinas naturales
(NK) y luego por linfocitos T. El IFN-y también promueve las células de la
inmunidad innata para expresar mediadores pro-inflamatorios. Este medio

inflamatorio favorece el desarrollo de linfocitos Th1 que son la base del control
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del hospedero a largo plazo contra T. gondii (65). La respuesta celular Th1
promueve el desarrollo de células T CD8+ citotdéxicas (66) que producen la
muerte de células infectadas con T. gondii. Las citocinas de tipo Th2
contrarrestan varios de los efectos positivos de las citoquinas de tipo Th1 'y por
lo tanto presentan efectos adversos en la inmunidad, como ocurre con la IL-10
que regula al IFN-y, de modo que se bloquea la habilidad de esta citocina en
la activacion de macréfagos (67). Sin embargo, a pesar de que algunos
estudios muestran que la ausencia de citoquinas Th2 (IL-4 e IL-13) puede
resultar en una elevada inmunopatologia y mortalidad, se dice que el balance
entre Th1 y Th2 es claramente necesario para una adecuada respuesta
inmune (68). En definitiva, estudios en raton demuestran la importancia de
citoquinas como la IL-12, TNF-a e IFN-y como mediadores de la resistencia

del hospedero al parasito (69).

2.6 Principales Factores de virulencia en T. gondii
2.6.1 ROP16 (GRA15)

ROP16 es una tirosin-kinasa que se localiza en el nucleo de la célula
hospedadora, rapidamente, tras la invasion (50) y su abundancia se relaciona
con el numero de parasitos, disminuyendo de manera tiempo-dependiente tras
la invasion (35). ROP16 imita la accion de las JAKs del hospedador y activa
STATs (STAT3 y STATG6) (55). La activacion inicial de STAT3 parece ser
independiente de esta ROP (55), sin embargo, el mantenimiento de su
actividad si parece requerirla. En cambio, STAT6 necesita de ROP16 (70). Los
parasitos de las cepas de tipo | y Ill, pero no los de la tipo Il, provocan una
activacion sostenida de STATs que conduce a la supresién de citoquinas
proinflamatorias, como IL-6 e IL-12, que son la clave para la lucha contra T.
gondii (69).Los parasitos tipo | carentes de ROP16 no pueden activar ninguna
de estas STATs (71).
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ROP16, aumenta los niveles de Arginasa-| (Arg-1) via STATG6 (55). La arginasa
hidroliza la L-arginina para producir urea y ornitina y priva a los macrofagos del
sustrato preciso para la produccion de Oxido nitrico, a traves de la enzima
oxido nitrico sintetasa, mecanismo esencial para la destruccién de patdégenos
intracelulares. Esta accion, por lo tanto, favorecera al parasito. Por otra parte,
Toxoplasma es auxotréfico respecto a la arginina y su ausencia limitara su
capacidad de multiplicacién; esto ultimo también podria beneficiarle, al
permitirle persistir mas tiempo en células — macréfagos y células dendriticas-
que juegan un papel muy importante en su diseminacién inicial (“Caballo de
Troya”). También es posible que la produccion de orninita, fuente de
poliaminas, favorezca la proliferacion del parasito(72).

La induccién de Arg-l es el resultado de la activacion alternativa (M2) de los
macrofagos via STAT3/6. Este proceso conduce a la produccion de moléculas
antiinflamatorias que inhiben la respuesta Th1 y disminuyen la capacidad de
defensa del hospedador (73).Analisis de microarreglos, comparando parasitos
de tipo Il (deficiente en ROP16) y tipo Ill, confirman la polarizacion M2 en los
ultimos (73).

Por otro lado, la infeccion de macréfagos por cepas tipo Il induce la produccion
de citoquinas proinflamatorias como la IL-18, IL-6 o IL-12 (51), sugiriendo una
activacion “clasica” o polarizacion M1 de los macréfagos. En estos casos
también se estimula el ambiente proinflamatorio por sefalizacion NFkB
mediada por GRA15 (74); NFkB promueve la transcripcion de marcadores de
polarizacion M1 y aumenta la produccion de citoquinas proinflamatorias. En
este caso, la polarizacion M2 es activamente bloqueada(51).

ROP16 juega un papel importante no soélo en la polarizacion de macréfagos in
vitro sino también en la inflamacion intestinal in vivo (51). Los ratones
susceptibles infectados por via oral con cepas tipo Il sufren una grave ileitis
que puede ser letal (75). Contrariamente a esto, casi todos los ratones
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infectados con cepas tipo Il que expresan ROP16 de tipo | o Ill sobreviven y
muestran una inflamacién intestinal reducida, con menor infiltracion de
granulocitos en la lamina propia (51). La ileitis provocada por la toxoplasmosis
puede ser tratada eliminando citoquinas efectoras como IFNy, IL-23 e IL-22,
sugiriendo el papel de estas citoquinas en la patologia (75). Asi, ROP16 limita

la inflamacién intestinal por T. gondii.
2.6.2 ROP18 (ROP5 y ROP17)

ROP18 es liberada durante la invasion y se localizara en la MVP y tiene un
grado considerable de homologia a ROP2 (76) pero es altamente polimorfica
(77) y el principal determinante de las diferencias de virulencia observadas
entre las distintas cepas (48).

En el modelo murino, ROP18 modifica las respuestas innata y adaptativa.
ROP18 es una protein-kinasa capaz de fosforilar GTPasas pequefias p47,
relacionadas con la inmunidad, IRGs “immunity-related GTPases”, inducidas
por IFNy, que configuran el mecanismo de defensa intracelular, en macrofagos
y células dendriticas, mas importante frente a Toxoplasma (este sistema no se
encuentra en las células humanas). Las IRGs se acumulan en la MVP vy la
desestabilizan, produciendo su ruptura y finalmente la muerte del parasito (78).
ROP18 fosforila las IRGs e impide la ruptura de MVP(79). ROP18 tiene una
region rica en arginina y se ha podido comprobar que la disrupcion de esta
region previene el anclaje de ROP18 a la MVP; esto resulta en la acumulacion
de IRGs en la MVP y su consecuente destruccién (80), indicando que ROP18
juega un papel esencial en la disfuncion de IRGs y que éste depende de su

correcta localizacion.

Las cepas de T. gondii, I, 1l y Ill, difieren en su susceptibilidad a la muerte
mediada por IRGs (63); ROP 18 bloquea este mecanismo en las poblaciones
mas virulentas (tipo I) mientras que si es efectivo en la cepas menos virulentas

(tipo 1ll). En las de tipo Il, ROP18 se expresa, pero las GTPasas de los
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macrofagos activados por IFN-y no son fosforiladas (si se ha comprobado que
la ROP18 del tipo Il confiere virulencia a las cepas de tipo lll). De esto cabe
deducir que esta proteina actuara en sinergia con otras moléculas efectoras
(81).

Las proteinas ROP5 son pseudokinasas, por secuencia, estructura y funcién,
que actuan como cofactores de ROP18 y son imprescindibles para inhibir el
sistema IRG (82). Recientemente se ha comprobado que ROPS forma
complejos con las kinasas ROP18 y ROP17 que fosforilan residuos treonina
adyacentes y esenciales de las IRGs (83). Algunos estudios demuestran que
ROP18 también inhibe el factor de transcripcion ATF6f3, localizado en el RE,
condicionando la respuesta inmune adaptativa. La degradacion de este factor
se traduce en una menor produccion de IFN-y por células T-CD8 y se ha
relacionado con una posible presentacion antigénica deficiente por parte de
las células dendriticas y los macrofagos (82).

2.7. Células mononucleares de sangre periférica humana (PBMCs-h)

como modelo de estudio en la interacciéon Toxoplasma-humano.

2.7.1 Modelos experimentales (PBMCs)

Los modelos utilizados en biologia son sistemas experimentales que intentan
recrear aspectos de la funcion o enfermedades del tejido humano con el
objetivo de generar inferencias y aproximaciones que contribuyan a la
resoluciéon de problemas bioldgicos, veterinarios o médicos especificos. A
pesar de que existen muchos modelos para estudiar los parasitos
intracelulares (84), algunos de ellos muestran datos criticos contradictorios,
especialmente si se trata de experimentos o ensayos inmunoldgicos. De
manera general, las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) han
representado una fuente de tejido muy atractiva en estudios
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farmacogenomicos, moleculares e inmunolégicos, dada la facilidad de
recoleccion de las muestras y su potencial como tejido centinela para
monitorear las perturbaciones fisiologicas de la enfermedad. Las PBMCs ya
han sido utilizadas para estudiar Toxoplasma gondii y otros parasitos
apicomplexos, sin embargo este modelo se ha mostrado como un modelo muy
sensible a variables como la temperatura, tipo de estimulo (parasitos vivos o
antigenos) y el tiempo transcurrido desde la toma la muestra de sangre hasta
conseguir los experimentos, asi como también el momento preciso de la toma
de los datos (84,85). En el desarrollo de vacunas este modelo PBMCs se utiliza
con frecuencia, como en el caso de la toxoplasmosis, donde no hay vacuna
disponible y la mayoria de los estudios intentan nuevos candidatos
terapéuticos y vacunales utilizando péptidos o proteinas recombinantes
derivadas del parasito. Con frecuencia, la respuesta inmune a T. gondii es muy
variable y puede deberse a la necesidad de mejorar y perfeccionar este
modelo celular (84).

2.7.2 Respuesta inmune en PBMCs estimuladas con Toxoplasma gondii

Las PBMCs se han utilizado como modelo para T. gondii principalmente en la
evaluacion de nuevos candidatos a vacunas, nuevos farmacos potenciales y
la comprension de las relaciones entre el sistema inmunolégico del huésped y
el parasito (84). Estos estudios muestran que los niveles y perfil de citocinas
pueden variar segun la condicion clinica evaluada, el tipo de cepa utilizada y
las condiciones de cultivo implementadas, como el tipo de medio de cultivo
suplementario, el tiempo de recoleccion de datos y las variaciones de
temperatura durante el almacenamiento, envio y manipulacion (86). La
respuesta inmune de las PBMCs contra TLA (antigeno lisado total) o péptidos
derivados de T. gondii se caracteriza predominantemente por los altos niveles
de IFN-y en individuos asintomaticos crénicos (87-91), mientras que en
individuos con toxoplasmosis ocular (TO) y Toxoplasma-seronegativos el nivel
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de esta citocina es mucho menor(57,92,93). Las PBMCs también han sido
utiles para estudiar la respuesta inmune en personas infectadas por el VIH y
mujeres embarazadas con toxoplasmosis. En pacientes con VIH coinfectados
con T. gondii, se midio la expresion de IFN-y en PBMCs estimulados con antes
y después del tratamiento con farmacos antiparasitarios (sulfadiazina,
pirimetamina, acido folinico, trimetoprim-sulfa-metoxazol y corticosteroides),
mostrando que la evolucion de la infeccion se correlacionoé con la restauracion
de una respuesta de IFN-y y una disminucion de la inflamacion (90). Otros
estudios mostraron que durante el embarazo hay una expresion disminuida de
TNF-a e IL-12 cuando las células son estimuladas con taquizoitos vivos (94).
Curiosamente, la adicion de la hormona prolactina a las células parece
restringir la proliferacién del parasito (95). Trabajos similares han demostrado
la importancia de la produccién de IFN-y en el proceso de transmision
congénita de T. gondii a través de la regulacion positiva de ICAM-1 (96). Los
estudios que estimulan las PBMCs con antigenos completos o parciales de T.
gondii parecen reflejar aspectos importantes de la respuesta inmunitaria del
huésped. Sin embargo, T. gondii y otros Apicomplexa secretan proteinas de
una manera altamente regulada que estan involucradas en los mecanismos
de evasion inmunoldgica por parte del parasito (97). Estos procesos no se
reflejan cuando se utilizan antigenos de parasitos, por lo que es recomendable

usar parasitos vivos para estimular las PBMCs (84).

Por otro lado, los candidatos a vacunas para T. gondii se identifican
tipicamente como proteinas o péptidos del parasito que provocan una
respuesta inmunitaria protectora en ratones. Sin embargo, los buenos
candidatos a vacunas en ratones no son necesariamente eficaces en
humanos. Las PBMCs tienen el potencial de ser una herramienta
extremadamente util para identificar y caracterizar nuevas vacunas candidatas
para T. gondii. Las células de individuos con diferentes antecedentes

genéticos e inmunoldgicos se pueden aislar y estimular facilmente con los
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antigenos de interés, para luego medir el perfil de citocinas o la respuesta
celular deseados. Sin embargo, hasta donde sabemos, pocos estudios han
utilizado esta estrategia (68,88,98). Dichos autores identificaron péptidos
novedosos derivados de parasitos que inducen una fuerte produccién de IFN
- Y en personas que expresan uno de los supertipos de HLA mas comunes
(HLA-AO2, HLA-BO7, HLA-A11), lo que las convierte en atractivas para
vacunas. Las PBMCs también se han utilizado para evaluar la eficacia de dos
fitoecdisteroides (a-ecdisona y 20-hidroxiecdisona) para controlar la infeccidon
por T. gondii. Este farmaco es eficaz contra el apicomplexa Babesia gibsoni,
pero no tiene efecto sobre la proliferacion de T. gondii ni provoca una
respuesta inmunitaria protectora Th1 contra el parasito (99). Por lo tanto, las
PBMCs pueden representar un modelo importante y subvalorado para el

desarrollo de vacunas y farmacos.

2.7.3 Aspectos técnicos a considerar antes de trabajar con PBMCs y
Toxoplasma gondii

Para obtener datos cientificamente validos, las condiciones asociadas con un
experimento y el modelo de estudio deben controlarse de cerca. Las PBMCs
son sin duda una de las mejores fuentes para la evaluacion de diferencias o
cambios asociados con muchas enfermedades o respuesta y terapia
farmacoldgica, ademas, estas células son relativamente faciles de obtener por
aislamiento de sangre total (100). Un desafio importante en el monitoreo de la
calidad de las PBMCs es establecer protocolos que definan los métodos
adecuados para el aislamiento, envio y almacenamiento hasta que puedan

probarse sin pérdida o cambio de la funcionalidad celular.

Cuando un investigador decide trabajar con PBMCs es muy importante tener
en cuenta que este modelo puede verse afectado por muchas variables. Este
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modelo se puede utilizar para estudiar Toxoplasma en condiciones clinicas y
no clinicas, sin embargo, todo el procedimiento desde la extraccion de sangre
hasta el momento de la experimentacidon debe estar altamente estandarizado.
Las PBMCs son células vivas perecederas, algunas de las cuales comienzan
a morir inmediatamente después del aislamiento de la sangre completa. Se
han realizado comparaciones de diferentes técnicas de aislamiento pero no se
han encontrado diferencias con respecto a los métodos generalmente
utilizados, por ejemplo: centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-Paque
y tubo de preparacioén celular BD Vacutainer (CPT) (101). Por el contrario, algo
que se ha presentado como un evento importante una vez realizado el
aislamiento de PBMCs son los eventos apoptoticos tempranos, ya que tanto
experimentos in vitro como ex vivo muestran que las células estan muy
afectadas, por lo que la apoptosis es un evento muy importante para
determinar (102). Se han utilizado diferentes métodos para medir la apoptosis,
tal es el caso del método YO-PRO-1/7-AAD, que se ha propuesto como una
técnica alternativa buena y de bajo costo para la deteccion sensible de la
apoptosis temprana en PBMCs con mas del 80% de viabilidad (85).

No siempre es posible trabajar con PBMCs recién aisladas, por lo que las
células generalmente se congelan y descongelan para su procesamiento en
un momento posterior; a pesar de que se ha sugerido una descongelacion por
lotes de diferentes muestras para tener un parametro de comparabilidad
directa en los ensayos y reducir la variabilidad entre estos (103), son pocos los
estudios que han utilizado PBMCs y que puedan ser comparables entre ellos.
Posiblemente lo anterior se deba a fenomenos como la apoptosis y la necrosis
que han sido bien documentados durante la criopreservacion (104—108).
Recientemente, un estudio evaludé los efectos de la temperatura de
almacenamiento en las PBMCs y demostr6 que no solo la viabilidad y
recuperacion de las PBMCs se ven afectadas durante la criopreservacion, sino
también su patrén de expresion génica, en comparacion con las PBMCs recién
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aisladas (107). La dificultad en la comparabilidad entre los estudios de
expresion genica y que utilizan PBMCs esta relacionado tambien con el hecho
de que en una célula infectada con Toxoplasma cada hora representa un perfil
genético de expresion diferencial especifico (109,110). En consecuencia se
hace necesario estandarizar estudios de expresion de genes, donde la
planificacion, el disefio experimental y la recopilacion de los datos se haga
cuidadosamente (111) y de esta manera poder tener en algun momento datos
y estudios comparables.

Uno de los principales problemas con el modelo de las PBMCs y Toxoplasma
gondii es que la mayoria de los estudios no son comparables entre ellos ya
que no tienen en cuenta el aspecto del tiempo para obtener datos (84). La
mayoria de los estudios muestran que el tiempo de recoleccion de datos de
las células después de un estimulo es variable, por ejemplo, no hay ningun
argumento que afirme que un sobrenadante para la medicion de citocinas debe
realizarse en un periodo de tiempo exacto. Una gran parte de los estudios
informan diferencias en el tiempo de cultivo de PBMCs que varia de 48 horas
a 7 dias, o incluso recoleccidon de sobrenadante para medir IFN-y después de
12, 24 0 48 horas (84). En este sentido, el tiempo de cultivo y/o recoleccion de
datos debe explicarse de manera detalla en la metodologia.

2.8 PBMCs / Omicas y Toxoplasma

Las técnicas omicas representan una herramienta poderosa en la biologia
moderna que permite mediciones de alto rendimiento de muchos genes,
proteinas y metabolitos en diferentes muestras. Un numero limitado de
estudios con Toxoplasma han empleado perfiles transcripcionales globales
utilizando células mononucleares de sangre periférica, encontrando tan solo
un par con PBMCs de cerdos y uno con PBMCs humanas (112) (110). Algunos
otros estudios con Toxoplasma han utilizado émicas pero en neuronas

corticales, astrocitos, células de musculo esquelético y fibroblastos y otras



23

células derivadas, la mayoria de ellas en el modelo murino (109,110,113,114).
Todos estos estudios muestran que la expresion génica y, en consecuencia,
los niveles de proteinas y metabolitos pueden sufrir cambios en diferentes
condiciones fisiologicas. Otros estudios sugieren que los patrones de
expresion génica en PBMCs dependen en gran medida de variaciones
temporales e interindividuales y también muestran una fuerte evidencia de que
el perfil de expresidn génica de estas células es muy sensible a largos periodos
de incubacion (115), ademas de estar afectado dramaticamente por
criopreservacion (107). Hoy en dia, no hay ningun informe en la literatura que
intente analizar el perfil transcripcional global utilizando PBMCs de humanos
estimuladas con Toxoplasma gondii. Por lo tanto, técnicas 6micas como
RNAseq dual (116) en PBMCs de individuos sanos y que padecen
toxoplasmosis podrian ser una excelente oportunidad para obtener datos

importantes y relevantes para comprender esta enfermedad infecciosa.

Dada la cantidad de estudios que muestran las diferencias metodologicas
antes mencionadas, considerar los ensayos ex vivo como un modelo
adecuado para el analisis de lo que esta sucediendo durante la infeccion por
Toxoplasma en humanos surge como una buena alternativa basada en estas
principales razones: i) un experimento ex vivo debe por lo general, realizarse
en un periodo de tiempo no superior a 24 horas con el fin de minimizar el efecto
del estrés generado en las células; ii) las PBMCs tienen caracteristicas muy
interesantes porque son células primarias, no inmortalizadas y con
antecedentes genéticos de pacientes reales, y iii) los experimentos ex vivo
tienen la ventaja de que pueden analizarse muy pronto después del muestreo
y esto es especialmente critico en estudios de expresidn genética donde el
analisis de datos es un factor sensible al tiempo.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que invade y se replica
en casi todas las células nucleadas de la gran mayoria de vertebrados. T.
gondii es el segundo patdogeno mas importante de transmisién alimentaria
generando importantes pérdidas econdmicas y un detrimento en la calidad de
vida de las personas infectadas, especialmente en personas
inmunocomprometidas. El éxito atribuido a este parasito se debe a sus
sofisticados mecanicismos de supervivencia que este establece en el interior
de la célula que invade. Toxoplasma tiene la capacidad de modular y controlar
la respuesta inmune del hospedero a través de la secrecion de proteinas que
intervienen en las vias de sefializacidén que inician la transcripcion de los genes
encargados de la respuesta inflamatoria anti-Toxoplasma en la célula
hospedera. Lo que mejor se conoce acerca de la modulacion de ARN
mensajeros de genes del hospedador por toxoplasma han sido realizados en
el modelo raton y el modelo porcino, siendo muy escasa la informacion
proveniente de modelos mucho mas cercanos al ser humano, de hecho, la
mayoria de esta informacion en humanos se ha obtenido por modelos
celulares en lineas humanas de laboratorios, como las células endoteliales,
células dendriticas o las células HFF (human foreskin fibroblast) derivadas de
fibroblastos de prepucio humano y siendo mucho mas limitada la informacién
de estudios en células humanas provenientes de individuos que padecen la
enfermedad. En la ciencia actualmente existe el reto de replantear, re-evaluar,
y ajustar modelos de estudio, con el fin de permitir una mejor comprension de
los fendmenos, en el caso de la toxoplasmosis humana, recientes
investigaciones muestran que ratones y humanos emplean diferentes rutas de
inmunidad innata para controlar la infeccidn por T. gondii, por loque re-evaluar
un modelo como los PBMCs humanos permitiria ampliar nuestro conocimiento

de la interaccion Toxoplasma-humano y un analisis dual nos permitiria
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conocer los genes y rutas de comunicacion celular que estan siendo

moduladas por el parasito.
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4. OBJETIVO

Analizar y comparar la interaccion de Toxoplasma gondii RH con PBMCs de
individuos con toxoplasmosis crénica (IgG+) y PBMCs de individuos negativos

(IgG-) para toxoplasmosis en un modelo celular ex-vivo.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer un modelo de infeccion ex-vivo en PBMCs humanos infectados con
T. gondii RH-GFP.

Analizar la expresion diferencial de genes de la interaccion de PBMCs

humanos infectados por Toxoplasma gondii en un modelo de infeccion ex-vivo.
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5. METODOLOGIA

5.1 Poblacién del estudio y declaracion de ética

Con el fin de disminuir la varianza biologia todos los sujetos de investigacion
humanos fueron hombres mayores de 18 afos hasta un maximo de 40 afios
de edad. El estudio no involucré a poblaciones vulnerables y minoritarias (por
ejemplo, fetos, mujeres embarazadas, nifos, presos, entre otros). La muestra
fue a conveniencia basado en las limitaciones de dinero y en los altos costos
de la tecnica de RNAseq. Ademas, la investigacion no incluyd mas que un
riesgo minimo segun resolucion 8430, riesgo relacionado solo al momento de
la toma de muestras de sangre. El estudio incluyé a personas nuevas y de
seguimiento que consultaron al Centro de Salud de la Universidad del Quindio
(Armenia, Colombia), donde contamos con normativa de bioseguridad y
personal capacitado para extraer las muestras de sangre con el fin de reducir
el riesgo. Todos los individuos IgG positivos para toxoplasmosis fueron
diagnosticados previamente por un médico experto en toxoplasmosis en el
Centro de Salud de la Universidad del Quindio, los individuos IgG negativos
fueron confirmados por eliza comercial. Posteriormente, se extrajeron
muestras de sangre previa firma del consentimiento informado. Este estudio,
con sus respectivos consentimientos informados, fue aprobado por el Comité
de Bioética de la Universidad del Quindio, acta 08 de mayo 2016 (anexo 32).
Todas las pruebas diagnosticas se realizaron en el laboratorio clinico del
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Quindio.

5.2 Cultivo de parasitos

La cepa de T. gondii disefiada para expresar proteina verde fluorescente

(GFP) fue un donada por el doctor J. Saeij (MIT, Cambridge, MS). Se cultivaron
fibroblastos de prepucio humano (HFF) (ATCC ATCC® SCRC-1041 ™) en
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medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco, Grand Island, NY,
EE. UU.) Suplementado con FBS inactivado por calor al 10% (Gibco), 2 mM L
-glutamina, 100 U / mL de penicilina y 10 g / mL de estreptomicina. En este
estudio se utilizo la cepa T. gondii RH-GFP (tipo |) para simular las cepas
encontradas en Sudamérica que contienen alelos tipo | / lll o atipicos y que se
relacionan significativamente con una mayor severidad en la toxoplasmosis
humana (117). Los parasitos se mantuvieron mediante pases en serie en
monocapas confluentes de estas células HFF en condiciones de cultivo
estandar (67). Todos los parasitos y células HFF se mantuvieron a 37 ° C en
una atmésfera de CO2 al 5%. Para la purificacién de T. gondii, los parasitos y
las células HFF se recolectaron después de que los parasitos egresaron. La
mezcla se lavo dos veces en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y
el sedimento se resuspendio en PBS frio. Para reducir la contaminacién de los
restos de células HFF, las muestras recolectadas se pasaron a través de una
aguja de calibre 22 para romper las células huésped. Los parasitos obtenidos
se lavaron dos veces con PBS frio y se sedimentaron a 350 g durante 10 min.
Los parasitos purificados se resuspendieron en PBS frio, se contaron y se

utilizaron para los siguientes experimentos de PBMCs.

5.3 Metodologia para establecer un protocolo estandarizado en
condiciones de cultivo ex vivo utilizando PBMCs humanas (objetivo 1)

5.3.1 Aislamiento, evaluacion de viabilidad y analisis de subpoblaciones
de los PBMCs humanos

Se extrajeron 20 ml de sangre humana de 5 individuos (3 con toxoplasmosis
cronica asintomatica (IgG +) y 2 seronegativos para anticuerpos IgG e IgM
anti- Toxoplasma, todos hombres entre 18y 40 afios) mediante venopuncién en
tres momentos diferentes. Para todos los individuos, inicialmente se aplicd una

encuesta para excluir a personas con otras enfermedades infecciosas crénicas
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y manifestaciones clinicas similares a la toxoplasmosis. Las PBMCs se
aislaron de la sangre mediante centrifugacion en gradiente de densidad (1314
g, 30 min) usando Histopaque 1077 g/ ml (Sigma-Aldrich Products, Darmstadt,
Alemania). Para evaluar la viabilidad de las PBMCs en condiciones de cultivo
no suplementados (sin suplementos / sin antibiéticos), las PBMCs aisladas se
dispensaron en placas de 24 pocillos (5x105 células por pocillo) en dos
condiciones, la primera con 0,5 mL de medio RPMI 1640 (Gibco ) y el segundo
con 0,5 ml de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 0,2 M para
resuspender las células. Ambas condiciones se incubaron a 37 ° C, 5% de
CO2 durante cinco puntos de tiempo diferentes (de 1 a 5 dias). Para analizar
la viabilidad de las PBMCs, las células se midieron con un ensayo de exclusion
de colorante azul tripan (0,4%) y el recuento celular se realizé utilizando una
camara de Neubauer. Las mismas muestras se utilizaron para establecer las
subpoblaciones de PBMCs utilizando un Hemocitometro automatizado (ABX,
Micros ES Horiba). Este experimento se realizé por triplicado y se repitio tres
veces de forma independiente con los 5 individuos.

5.3.2 Ensayo de adhesion de los PBMCs humanos en condiciones ex vivo

Debido a que las PBMCs no son células que se adhieren naturalmente,
evaluamos diferentes tiempos para encontrar una "adhesion minima" (se
refiere a al menos el 80% de las PBMCs totales sembradas en la placa)
necesarias para realizar el ensayo de infeccion con T. gondii en condiciones
ex vivo (como maximo 24 horas después de obtener la muestra, sin
suplementos de vitaminas o aminoacidos y sin antibioticos). Se agregaron un
total de 500.000 PBMCs obtenidos de los mismos 5 individuos descritos
anteriormente por pocillo en una placa de 24 pocillos y se diluyeron en medio
RPMI (sin suplementos). Se evaluaron cuatro puntos de tiempo diferentes (2
h,6 h, 12 h'y 24 h) y todas las muestras se incubaron a 37 ° C, 5% CO2. Para
establecer el porcentaje de células adherentes, se realizaron tres lavados
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suavemente con PBS y se contd el numero de células suspendidas en cada
lavado y se resto del total de células inicialmente sembradas, se realiz6 el

recuento celular con camara Neubauer.

5.3.4 Establecimiento de la Multiplicidad (MOI) de infecciéon con T. gondii

sobre PBMCs humanos y evaluacion de tiempos post-infeccién

Se anadieron 500.000 células PBMCs por pocillo en una placa de cultivo de
24 pocillos, 2 horas después, las células se lavaron suavemente dos veces
usando PBS. Posteriormente, la infeccidn se realizé con T. gondii-GFP-RH con
diferente multiplicidad de infeccién (MOI)1: 1, 1: 5y 1: 10). La infeccién se dejo
durante 1, 6 y 24 horas después de la infeccion y se incubd a 37°C y CO2 al
5%. Una vez cumplidas las horas de infeccidn, el cultivo se lavé suavemente
3 veces con RPMI sin suero bovino fetal para eliminar los parasitos
extracelulares. Finalmente, las células se tifieron con Hoechst y se observaron
mediante un microscopio de fluorescencia utilizando un zoom 6ptico de 20Xy
contando el numero de parasitos / vacuolas por campo, se tomaron 4
fotografias por campo. Las imagenes se analizaron con el software imagedJ
(118), donde se establecio la fluorescencia relativa mediante el promedio de
los cuatro recuentos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Las

células HFF se utilizaron como referencia para comparar la infeccion.

5.3.5 Estimulacion de PBMCs en cultivo ex vivo en condiciones

estandarizadas

La infecciéon de PBMCs se realizé con Toxoplasma gondii RH-GFP usando un
MOI de 1: 5 (de acuerdo con nuestros resultados anteriores en MOI y tiempos
posteriores a los experimentos de infeccion). Se cultivaron PBMCs humanas
usando 1 x 10° células por pocillo en placas de 24 pocillos. Las PBMCs se
incubaron a 37 ° C en una atmédsfera de CO2 al 5% durante 2 horas para
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unirlas a la placa. Después de eso, lavamos dos veces con PBS 1X para
eliminar las células adherentes. Luego, se agregaron parasitos frescos de T.
gondii GFP-RH al cultivo celular durante 1 hora, se incubaron en las mismas
condiciones y se lavaron nuevamente para eliminar tantos parasitos
extracelulares como fuera posible. Las PBMCs sin estimulo parasitario se
incluyeron como control negativo. Las PBMCs estimuladas se recolectaron a
las 6 y 24 horas post-infeccidn, realizando una centrifugacion a 2.000 g durante
5 minutos a 4°C. Finalmente, las células se tifieron con Hoechst y se
observaron mediante un microscopio de fluorescencia con zoom éptico de 20X
y se contd el numero de parasitos / vacuolas por campo, se tomaron 4
fotografias por campo. Las imagenes fueron analizadas por el software image
J, donde establecimos la fluorescencia relativa a través del promedio de los
cuatro conteos y normalizamos a través del fondo sustraido usando el
promedio de la fluorescencia relativa de 4 fotografias del control negativo.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

5.4 Ensayo inmunomodulador

Para observar si las PBMCs humanas, que son células especializadas en
inmunidad, pueden modular la respuesta de otras células no inmunes,
realizamos un ensayo para evaluar el efecto inmunomodulador de las PBMCs
sobre un cultivo de células HFF infectadas con T. gondii. Para ello se utilizaron
PBMCs de un individuo asintomatico cronico y de un individuo negativo. Se
afadieron 500.000 células HFF por pocillo en una placa de cultivo de 24
pocillos, una vez que se establecié la monocapa (24 h aproximadamente), las
células se lavaron tres veces usando PBS. Posteriormente, la infeccion se
realizé con T. gondii-GFP con diferentes MOl (MOI: 1: 1, 1: 5 y 1:10). La
infeccion se dejé durante 1 hora y se incubd a 37°C y CO2 al 5%. El cultivo
celular se lavo suavemente 3 veces con medio RPMI sin suero bovino fetal

para eliminar tantos parasitos extracelulares como fuera posible. Después de
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eso, las PBMCs de los dos individuos se agregaron inmediatamente a las
células infectadas con HFF. 24 horas después de la infeccion, se lavaron las
células HFF para eliminar tantos parasitos extracelulares como fuera posible.
Las células HFF se tifieron con Hoechst y se observaron en un microscopio de
fluorescencia con zoom O6ptico de 20X. Se contd el numero de parasitos /
vacuolas por campo, se tomaron un minimo de 4 fotografias por campo. Las
imagenes se analizaron con el software Image J, donde se establecid la
fluorescencia relativa mediante el promedio de los cuatro recuentos. Este

ensayo se realizo por triplicado.

5.5 Aislamiento de ARN total y analisis de RT-PCR

Para evaluar la presencia de T. gondii en el modelo ex vivo de infeccion con
PBMCs humanas, se centrifugaron las PBMCS infectadas en 2.2.3 y
posteriormente se realizé la extraccion de ARN, esta se llevo a cabo utilizando
el minikit Purelink Ambion RNA (Ref: 12183025), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Tratamos las muestras con una digestidon de 15 minutos a
temperatura ambiente que elimina el ADN contaminante usando DNasa |
(Sigma-Aldrich Products). La calidad y cantidad del ARN purificado se
determinaron midiendo la absorbancia a 260 nm / 280 nm usando un
espectrofotometro de microplacas Epoch ™ (BioTek). La integridad del ARN
se verificd adicionalmente mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
Las amplificaciones de las transcripciones del gen GAPDH de gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa humana se hicieron utilizando el cebador directo
5'GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3' y el cebador inverso 5'-
CAGAGTTAAAAGCAGC CCTGGT-3' (119) y la amplificacion de la secuencia
repetida de Toxoplasma RE con el cebador directo
5'AGGGACAGAAGTCGAAGGGGS3! y el cebador inverso 5'
GCAGCCAAGCCGGAAACATC 3 ' (120) la cuales sellevron a cabo con el
sistema de RT-PCR en un solo paso Super Script ™ |1l con el kit Platinum®Taq
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High Fidelity de INVITROGEN. Los productos de RT-PCR se visualizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% tenidos con tincién en gel de acido
nucleico SYBR® Green |.

5.6. Andlisis transcriptomico de PBMCs infectados con T. gondii
(objetivo2)

Para el analisis de ARN-seq, se aislaron PBMCs (Asym n=3; Neg n=3)
siguiendo las recomendaciones de Acosta & Hernandez (84) en el manejo
de PBMCs para andlisis transcriptomico (Anexo 1). Se cultivaron 1x108
células en placas de 24 pozos, y posteriormente fueron infectados con las
cepas RH o RH rop16 con un MOI 1:3, durante 0, 1y 6 horas post-infeccion
(hpi). El tiempo de infeccion fue determinado por trabajos previos de ARN-
seq en T. gondii (121). Cada condicién se realizé por duplicado y el tiempo
cero se tomo6 como células sin infeccion. El ARN total fue extraido de las
células utilizando el estuche PureLink ARN Mini (Ambion), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizé la eliminacion del
ADN genomico utilizando ADNasa | (Invitrogen) por 45 min a temperatura
ambiente y se congelaron las muestras a -80°C hasta su envio a la empresa
NOVOGENE (https://  en.novogene.com/next-generation-sequencing-

services/), quien presté el servicio de secuenciacion de ARN. Brevemente,
a partir de ARN mensajero se realizaron bibliotecas de secuenciacién de
ADNc y se sintetizaron utilizando el kit de preparacion de ARN TruSeq
(lumina, San Diego, EE. UU.). Se realizé RNA-seq (150 pb; final pareado;
minimo 30 millones de lecturas / muestra) utilizando lllumina HiSeq2000
siguiendo los parametros estandar de control de calidad (anexos 33-37).

Las lecturas crudas se mapearon utilizando los genomas de referencia de
H. sapiens (hg38) y T. gondii (ToxoDB-49 TgondiiGT1) permitiendo 3
mismatches con TopHat version 2.1.0 (122). Los perfiles normalizados de

transcripcion se estimaron basados en el resultado del mapeo utilizado
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Cufflinks (123). Para cada transcrito, las lecturas crudas fueron
normalizadas a el numero de fragmentos por kilobase por millon de
fragmentos mapeados (FPKMs). Los genes diferencialmente expresados
fueron identificados por medio del programa Mathematica (Wolfram)
(https://www.wolfram.com/mathematica/), usando 2-fold change para

humano y el parasito y un limite de falso descubrimiento del 5% (FDR).

5.7. Andlisis Funcional (Enriquecimiento de GO)

Para el analisis funcional de genes se utilizaron diversas plataformas:
ToxoDB (https://toxodb.org/toxo/app/) (124,125), Gene Onthology GO
(http://geneontology.org/), también se utilizé la herramienta web Enrichr
(https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr) (126) y la herramienta REACTOME
(https://reactome.org) (127). En cuanto a plataformas integradoras se utilizo

g :profiler (https:/biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) para establecer categorias

funcionales (128). Con ayuda de este mismo servidor (g: profiler) se evalu6 a
través de TRANSFAC (https://genexplain.com/transfac/ : una base datos de

factores de transcripcion eucariotas y sus posibles sitios de unién a ADN) los
posibles set de datos relacionados con Dominios de union a factores de
transcripcion En todos los casos se tuvieron en cuenta los términos GO que
estaban significativamente enriquecidos cuando el valor de p era inferior a
0,05 en cada plataforma. El enriquecimiento GO y las rutas fueron visualizadas
con multiples graficos propios de cada plataforma. Se realizé un analisis de
interaccién proteina- proteina de los DEGs utilizando la base de datos en linea:

Herramienta de busqueda para la recuperacion de genes interactuantes

(STRING, version 11.0) (https://string-db.org/) (129) y se eliminaron los nodos
proteicos que no tuvieron interaccibn con otras proteinas. Para la
determinacién de las “proteinas hipotéticas” en T. gondii se utilizé el filtro de

“‘péptido sefal” para cada uno de los sets de datos en la plataforma ToxoDB.
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5.8 Analisis estadistico

En los resultados del modelo de infeccion se calcularon promedios vy
desviaciones estandar para datos que presentaron distribucién normal
(Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov- p > 0.05) y medianas y rangos
para los datos que no presentaron dicha distribucion.

Los niveles de infeccion de PBMCs humanos y MOI del modelo MeExSs se
compararon mediante pruebas paramétricas (ANOVA de una y dos vias) para
los datos con distribucion normal y mediante pruebas no paramétricas
(Kruskal-Wallis) para los que no presentaron esta distribucion. Asi mismo se
realizo una comparacion multiple de Dunn para identificar los grupos donde se
encontraban las diferencias. Los resultados se consideraron estadisticamente
significativos para un valor de p inferior a 0,05. Todos los calculos se realizaron
utilizando el software Graphpad Prism version 6.0 (San Diego, CA, EE. UU.).
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6. RESULTADOS

6.1. Viabilidad de PBMCs humanas y analisis de subpoblaciones en

condiciones de cultivo ex vivo sin suplementos (MExSs)

Se midio la viabilidad de las PBMCs en condiciones de cultivo ex vivo (sin
suplementos / sin antibiéticos) cada 24 horas en cinco puntos de tiempo hasta
5 dias. En las primeras 24 horas, la viabilidad de las PBMCs humanas fue
superior al 80%. Hubo efectos significativos sobre la viabilidad a las 72 horas,
tanto en medio de cultivo PBS como RPMI, alcanzando una viabilidad del 60%
o menos desde el dia 3 al dia 5 (Figura 1). A pesar del hecho de que la
viabilidad de las PBMCs en condiciones de cultivo se ve dramaticamente
afectada después de 72 horas, las proporciones de las subpoblaciones en las
PBMCs no cambiaron significativamente con el tiempo (Figura 2). Después de
5 dias de seguimiento de PBMCs humanas, los linfocitos presentaron el mayor
numero de células, superando el 85% en todos los recuentos y seguidos por

los monocitos, que presentaron valores ligeramente variables (Figura 2).

Viabilidad de los PBMCs humanos en condiciones de cultivo ex vivo
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad de PBMCs humanas en condiciones de
cultivo ex vivo (sin antibidticos ni suplementos) durante 5 dias. La linea con
circulos indica PBMCs que se cultivaron con medio RPMI y la linea con
triangulos indican PBMCs que se cultivaron en tampon PBS. Estos datos son
representativos de 5 experimentos realizados utilizando cinco muestras de
PBMCs. Los datos se presentan con media y SEM. Se realizé una prueba
ANOVA bidireccional para comparar los datos. Se encontraron diferencias
estadisticas significativas desde el tercer dia de cultivo. **** p <0,0001.

Viabilidad de las subpoblaciones de PBMCs humanos en el tiempo en

condiciones ex vivo
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Figura 2. Porcentaje de subpoblaciones de PBMCs humanas en condiciones
de cultivo (sin antibidticos ni suplementos, solo PBS-1X) durante 5 dias. LIN:
Linfocitos, MON: monocitos, GRAN: granulocitos. Se realizé una prueba
ANOVA bidireccional para comparar los datos. Los datos se presentan con
media y SEM. No hubo diferencias estadisticas significativas entre el
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porcentaje de viabilidad de las subpoblaciones de PBMCs a lo largo del tiempo
p = 0,9607.

6.2. Ensayo de adhesiéon y multiplicidad de infecciones de los PBMCs

humanos en condiciones ex vivo

Evaluamos el impacto del tiempo necesario para conseguir una adherencia
minima de las PBMCs a la placa con el fin de desarrollar un modelo ex vivo.
Los resultados mostraron que 2 horas es el tiempo minimo que requieren las
PBMCs humanas para conseguir una adherencia a la placa superior al 90% y
al aumentar el tiempo aumenta ligeramente la adherencia de las PBMCs a la
placa (Figura 3). Por otro lado, la infeccion por T. gondii en PBMCs humanas
mostro que esta depende del MOl y que aumenta con el tiempo (Figura 4). Sin
embargo, para el MOI 1:1, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas a lo largo del tiempo (incluye el valor p). Estos resultados
indicaron que para un MOI 1:1 no es suficiente para llevar a cabo una infeccién
/ estimulacion efectiva en PBMCs (Figura 4), mientras que con MOI 1:5 fueron
las dosis mas eficientes de infeccion, por lo que se utilizé para los siguientes
experimentos. Los resultados de la RT-PCR mostraron que las PBMCs
humanas pueden infectarse después de una hora de infeccion con T. gondii
(Figura 6).

Adhesion de los PBMCs a la placa de cultivo en condiciones ex vivo
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Figura 3. Porcentaje de adhesion de PBMCs humanas a la placa en
condiciones de cultivo ex vivo a lo largo del tiempo (sin antibidticos ni
suplementos, solo PBS 1X). Los datos se presentan con media y SEM. Se
realizd una prueba ANOVA de una via para comparar los datos a lo largo del
tiempo. No hubo diferencias estadisticas significativas entre el porcentaje de
adhesion de PBMCs humanas comparando 2, 6 y 12 horas (p> 0.05). Solo se
encontraron diferencias significativas en el % de adhesion de PBMCs entre 2
y 24 horas de cultivo celular (p = 0,005). ** p <0,01.
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Figura 4. Comparacion de infeccion de PBMCs humanas en el tiempo con T.
gondii RH-GFP. Evaluamos diferentes MOI de infeccion (1: 1, 1:3y 1:5) en 3
tiempos diferentes (1, 6, 24 hpi). HFF: control de células de fibroblastos
humanos (con una MOI: 1:5 a 24 hpi). Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. Los datos representan la mediana y el error estandar ** p <0,001,
*** p <0,0001, **** p <0,00001. Se realizaron Kruskal-Wallis y el Test de Dunn

para comparar los grupos.

GEN GAPDH Humano  Secuencia TgRE (T. gondii)

Figura 5. RT-PCR- Visualizacion de la expresion del gen GAPDH humano y
el gen RE de T. gondii. P1: marcador de peso molecular, P2-P5: deteccion del
gen GAPDH: P6-P9: deteccién de la secuencia repetida TgRE, P10: Control

negativo.

6.3. Estandarizacion de las condiciones de cultivo ex vivo de las PBMCs

humanas

La muestra de sangre debe procesarse inmediatamente después de la
recoleccion para evitar la criopreservacion (variabilidad de los datos) y poder

considerarse como un ensayo ex vivo. Se identificaron condiciones especificas
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para desarrollar una infeccion ex vivo de PBMCs con T. gondii. La viabilidad
de las PBMCs debe ser superior al 90%, que se mantiene durante las primeras
24 horas de incubacion. Una hora es tiempo suficiente para una infeccion en
PBMCs humanas (Figura 4) y dos horas es el tiempo minimo de incubacion
para garantizar la adherencia antes de realizar cualquier ensayo de infeccion
por T. gondii. EI MOl minimo necesario es de 1celula :3 parasitos para
garantizar una infeccion eficaz en PBMCs humanas con T. gondii RH-GFP
(Figura 4). La muestra no debe crio-preservarse y no deben agregarse
suplementos como SFB. Todos los protocolos, incluido el aislamiento y la

estimulacion de PBMCs, deben realizarse el mismo dia.
6.4. Ensayo exploratorio inmunomodulador

Estabamos interesados en explorar si las células HFF infectadas con T. gondii

podrian alterarse por el posible efecto inmunomodulador de las PBMCs
humanas, segun las caracteristicas (Toxo IgG positivo frente a Toxo I1gG
negativo) de estas células. Nuestros datos sugieren un posible efecto de las
PBMCs humanas sobre la infeccion en HFF debido a efectos de las PBMCs,
mostrando diferencias estadisticamente significativas entre el efecto
inmunomodulador de las PBMCs de individuos seronegativos en comparacion
con individuos seropositivos sobre las células HFF infectadas (valor p <0,008),
Figura 6.
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Figura 6. Comparacion de co-cultivos de HFFs infectadas con T. gondii y
posterior agregacion de PBMCs IgG positivos e IgG negativos. Los diferentes
MOI de infeccion en células HFF fueron (1:1, 1:3 y 1:5) bajo el tratamiento con
PBMCs de 1 individuo IgG negativo y 1 individuo IgG positivo para Toxoplasma
gondii. Los datos se representan la media y los valores minimos y maximos.
****p<0.0001. Se aplicdé una prueba T para comparar entre los grupos. El
experimento se realizo por triplicado de manera independiente con los mismos

individuos.

6.5. Analisis de enriquecimiento funcional de los genes diferencialmente
expresados (DEGs) en la interaccion entre Toxoplasma gondii y los

PBMCs humanos en un modelo ex vivo.

Dado la cantidad de datos y con el fin de comprender mejor los resultados y
analisis de los productos de secuenciacion, a continuacion, se presentan los
resultados desde una descripcidn general hacia una descripcion mas particular
y especifica, hasta alcanzar un analisis detallado de los genes que
particularmente son propuestos como candidatos importantes en la interaccién

Toxoplasma-PBMCs humanos.
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6.5.1 La interaccion entre T. gondii RH y los PBMCs humanos es
dependiente y variable respecto a la condicion Toxo IgG +/- de los
PBMCs.

Los resultados del numero de genes diferencialmente expresados (DEGs/ g-
value < 0.005/Foldchange 22) en la interaccion Toxoplasma PBMCs humanos
en nuestro modelo de infeccion ex vivo son presentados en la tabla 1. Se
encontraron diferencias que dependen de la condicion Toxo IgG +/- de los
PBMCs y del tiempo de comparacion, siendo mas notable la diferencia a
medida que transcurre el tiempo de la interaccion. Al comparar la hora 0
(PBMCs sin infectar) vs la hora 1 pi, se encontraron un total de 197 DEGs en
PBMCs crénicos y 121 DEGs en PBMCs negativos, ver tabla 1A. Al comparar
la hora 1 vs la hora 6 pi, se encontraron un total de 1043 DEGs en PBMCs
cronicos y 1165 DEGs en PBMCs negativos, ver tabla 1B. Al comparar la hora
0 vs la hora 6 pi, se encontraron un total de 2662 DEGs en PBMCs cronicos y
2195 DEGs en PBMCs negativos, ver tabla 1C, resultando en una diferencia
de 467 DEGs mas en PBMCs cronicos respecto a los PBMCs negativos en
esta hora de comparacion. Sin embargo, mas alla de los numeros, que ya
sefalan que existe una diferencia, estabamos interesados en conocer si
existian o no diferencias respecto al contenido de las listas de los genes y los
procesos bioldgicos representados en cada uno de los perfiles de expresion y
los enriquecimientos correspondientes. En consecuencia, realizamos
comparaciones respecto al contenido de los DEGs en las listas de cada grupo
(CRO: PBMCs cronicos / |lgG+ para toxoplasmosis, NEG: PBMCs negativos /
IgG- para toxoplasmosis), entre los grupos y entre los diferentes tiempos, ver
Figura 7. Al comparar los grupos CRO vs NEG en Oh vs 1h pi encontramos 42
DEGs compartidos, 156 DEGs que son exclusivos de la condicion CRO y 79
DEGs exclusivos en NEG, ver Figura 7A. Al comparar los grupos CRO vs NEG
en 1h vs 6h pi encontramos 542 DEGs compartidos, 501 DEGs que son
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exclusivos de la condicion CRO y 613 DEGs exclusivos en NEG, ver Figura
7B.

Al comparar los grupos CRO vs NEG en Oh vs 6 hpi encontramos 1329 DEGs
compartidos, 1287 DEGs que son exclusivos de la condicion CRO y 828 DEGs
exclusivos en NEG, ver Figura 7C. Todos estos datos, reafirman lo descrito
anteriormente con relacion al en el numero total de DEGs, sugiriendo una vez
mas que la interaccion hospedero parasito en este modelo ex vivo esta
condicionada ademas del tiempo, por la condicidon IgG positiva o negativa de
los PBMCs humanos, pues el numero de DEGS compartidos aunque es
importante, en ningun caso sobrepasa al sumatoria del numero de genes
diferencialmente expresados que son exclusivos en cada grupo y en cada

condicion.

Tabla 1. Numero total de genes diferencialmente expresados (DEGs) en
PBMCs de individuos cronicos y seronegativos en interaccion con T. gondii.
DOWN: genes regulados a la baja. UP: genes sobre-expresados. Las dos
primeras filas de cada tabla corresponden a los DEGs de los PBMCs humanos
y las dos ultimas filas de cada tabla corresponden a los DEGS de Toxoplasma.
A: Comparacién entre la hora 0 y la hora 1 post-infeccion. B: Comparacion
entre la hora 1 y la hora 6 post-infeccion. C: Comparacién entre la hora O y la
hora 6 post-infeccion, (Foldchange = 2).
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Numero de DEGs en la interaccion entre T.gondii y PBMCs humanos en condiciones ex vivo

m OH VS 1H 1H VS 6H

TOTAL || DOWN up TOTAL (| DOWN up
CRO/h-PBMCs | 197 103 94 CRO/ h-PBMCs| 1043 496 547
NEG/ h-PBMCs | 121 47 74 NEG/h-PBMCs| 1165 | 729 436
CRO /T. gondii 12 1 11 CRO /T. gondii 66 57 9
NEG/ T. gondii 699 391 308 NEG/ T. gondii | 427 187 240
OH VS 6H

TOTAL | DOWN up

CRO/ h-PBMCs | 2662 1293 1368

g-value < 0.005
NEG/ h-PBMCs | 2195 1298 937 Foldchange 2

CRO /T. gondii 8 2 6

NEG/ T. gondii | 986 || 482 || 504 |

6.5.2 Comparaciones en numero de DEGs entre los PBMCs Crénicos y

PBMCs negativos al ser infectados por T. gondii en un modelo ex-vivo

CRO RHO1 NEG RHO1 CRO RH16 NEG RH16 CRO RHO06 NEG RH06

1329 828

Figura 7. Diagramas de Venn de los genes diferencialmente expresados
(DEGs) en PBMCs humanos (Foldchange 2 2). A: Comparacion de los DEGs
de los PBMCs de individuos Crénicos vs negativos, sin estimular (tiempo 0)
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versus estimulados a la 1 hora pi. B: Comparacion de los DEGs de los PBMCs
de individuos Crénicos vs negativos, estimulados a la 1 hora vs 6 horas pi. C:
Comparacion de los DEGs de individuos Croénicos vs negativos, sin estimular
(tiempo 0) vs 6 horas pi. Amarillo: DEGs en Crénicos. Azul cian: DEGs en
Negativos. La interseccion en cada diagrama indica los DEGs compartidos en
ambas condiciones experimentales. CRO RHO01 significa “CRO” cronicos, “RH”
la cepa de T. gondii utilizada en el experimento y “01” los tiempos que se estan
comparando 0 horas PBMCs sin infectar y 1 son PBMCs infectados por 1 hora
con T. gondii del mismo paciente; de la misma manera operan las demas

abreviaturas en cada una de las comparaciones de los diagramas de Venn.

6.5.3 El perfil de expresiéon de los DEGs generados en la interacciéon T.

gondii PBMCs humanos difiere respecto al grupo de PBMCs y al tiempo

Con el fin de conocer y describir las diferencias observadas anteriormente
respecto al numero total de DEGs, los DEGs compartidos y el numero de
DEGs exclusivos en cada condicion y grupo, realizamos diversos analisis, uno
general de enriquecimiento funcional (resumen en figura 8) y un analisis de
enriquecimiento funcional UP-DOWN (resumen en figura 9), todos los analisis
se realizaron utilizando los programas (g:Profiler)
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost REACTOME: https://reactome.org/ ) vy
analisis de redes de interaccion proteina-proteina (STRING: https://string-

db.org/).
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Figura 8. Resumen de el analisis de RNA-seq de PBMCs-h infectados con
T. gondii RH en MEexSs
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Figura 9. Resumen del analisis de RNA-seq DEGs UP y DOWN en Oh vs 1
hpi en PBMCs-h infectados con T. gondii RH en MEexSs



48

6.5.3.1 El perfil comun presentado por los DEGs de PBMCs humanos a
las 0 horas (no infectados) vs 1 hora post infeccién en el modelo ex vivo,

es un perfil inflamatorio mediado por citoquinas y quimiocinas

Se encontré en los analisis de enriquecimiento funcional que los 42 DEGs
compartidos en comun entre CRO y NEG a la primera hora de infeccidn estan
relacionados principalmente con respuesta inflamatoria ver Figura 10 y Figura
11, destacandose la presencia de algunos genes de citoquinas importantes en
la respuesta inmune como la IL10, IL1A, IL23A, IL6 y destacandose
quimiocinas como CXCL1, CXCL2, CCRL2, CCL4L1 y CCL20 entre otros, ver
Tabla 2. A pesar de no estar presentes en el listado la IL4 y la IL13 aparecen
como posibles blancos de alteracion segun analisis de enriquecimiento
funcional en el REACTOMA, Figura 12.

Tabla 2. Lista de DEGs humanos que son compartidos en CRO y NEG en la
primera hora de interaccion entre T. gondii y los PBMCs humanos. Rojo
algunas de los genes destacados y relacionados a la respuesta inflamatoria.

42 DEGs compartidos en CRO vs NEG RH 01
ACOD1 EREG MFSD2A SIGLEC12
BATF FGL2 MIR155HG SIRPB2
Cllorf96 | GJB2 MIR3142HG THBD
CCL20 IL10 MIR3945HG TMEM170B
CCL4L1 IL1A MYC TNFAIP6
CCRL2 IL23A | NFKBIZ TNIP3
CEBPD IL6 P2RY2 TNS1
CSF1R KANK1 | PECAM1 VCAN
CXCL1 KCNJ2 | PTX3 ZNF467
CXCL3 KLF4 SAV1
DRAM1 LIF SFR1
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ID Source Term ID Term Name Padj (query_1
1 GO:BP G0:0006954 inflammatory response 1.186x10-¢
2 GO:BP G0:0006952 defense response 4154x10°7
3 GO:BP G0:0019221 cytokine-mediated signaling pathway 3.534x10°8
4 GO:BP G0:0002376 immune system process 7.487x107
5 GO:BP G0:0071345 cellular response to cytokine stimulus 3.020x10°®
6 GO:BP G0:0034097 response to cytokine 1.106x10-7
7 GO:MF G0:0005126 cytokine receptor binding 7925x108
8 KEGG KEGG:04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 1.190x10-7
9 REAC REAC:R-HSA-6..  Interleukin-4 and Interleukin-13 signaling 1.984x10°7
10 GO:BP G0:0009605 response to external stimulus 6.721x10-7

Figura 10. Analisis de enriquecimiento funcional de los 42 DEGs humanos
compartidos entre los PBMCs Cronicos y PBMCs Negativos en la primera hora
de infeccion por T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales procesos enriquecidos.
GO:BP Ontologia de genes : Procesos Biologicos. GO:MF Ontologia de genes
Funcién molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.
REAC: Reactoma. TF: Transfactor para evaluacion de motivos de unidn a

factores de transcripcion. MIRNA: Micro RNAs.
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CRO RHO1 NEG RHO1

= Respuesta inflamatoria
~ Repuesta a citoquinas

Figura 11. Analisis de la interaccion Proteina - Proteina realizada en el
servidor STRING (indice:0.7, azul y violeta: evidencia experimental, verde, roja
y azul cian: interaccion predictiva, amarillo, azul oscuro y negro: otras
interacciones) de los 42 DEGs humanos compartidos entre los PBMCs
Croénicos y PBMCs Negativos en la primera hora de infeccion por T. gondii.

Azul: respuesta inflamatoria, Rojo: respuesta a citoquinas .
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Figura 12. REACTOMA: Analisis de enriquecimiento funcional de los DEGs
de los PBMCs humanos (42) compartidos entre los PBMCs Cronicos y PBMCs
Negativos en la primera hora de infeccion por T. gondii. Immune System:

Sistema inmune.

6.5.3.2 Los DEGs exclusivos en cada grupo de PBMCs (CRO/NEG)

presentan perfiles funcionales distintos en la primera hora de interaccion

Los DEGs exclusivos de cada grupo de PBMCs nos permite comprender y
elucidar cual es el efecto que tiene para la interaccion hospedero-parasito en
los PBMCs IgG+ o IgG- para Toxoplasma. En relacién con los analisis de
enriquecimiento funcional de los 156 DEGs exclusivos (Tabla 3) en la infeccion
con T. gondii sobre los PBMCs humanos CRO se encontré un perfil
inmunolégico dominante mas relacionado con respuesta inmune adaptativa,
siendo la activacion de leucocitos el proceso mas enriquecido, ver Figura 13.
En los analisis de enriquecimiento proteina-proteina se encontré que un amplio
numero de genes participan también de procesos generalizados como lo es la

categoria “respuesta a estimulos” y un grupo de DEGs en la categoria de
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“‘GTPasas”, proteinas que suelen estar relacionadas con el encendido o

apagado de la traduccion de senales, ver Figura 14.

Tabla 3. Lista de DEGs humanos que son exclusivos en CRO en la primera
hora de interaccion entre T. gondii y los PBMCs humanos.

156 DEGs excluivos en CRO en la primera hora de interaccion de los PBMCs con T.gondii
ADAP2 CD1D DEFA3 GIMAP7 IQSEC1 MIR155 | PGAP1 SORT1
ADCY9 CD33 DOCK4 GIMAP8 ITGA6 MMP14 | PGLYRP1 | SSH2
AKS CDA DPM2 GLT1D1 ITGAV MMP8 PLXNB2 SYNPO2
ALDH3B1 CDC14A | DYRK3 GPNMB JAK2 MPEG1 PRAM1 THEMIS2
APOE CDCA4 E2F7 GPR15 KDM7A-DT MPO PSAT1 TLR8
ATP8B4 CEP152 | ERG GRB10 KLHL21 MRTFB PTGS2 TMEM131L
BPI CEP85L FAM111A | GRK4 LCN2 MTI1E PTPNG6 TMEM176B
BST1 CLEC12B | FAM71F2 | GZF1 LILRA6 MT1F PYGL TNFAIP8
BTBD11 CMSS1 FGD2 HAVCR1 LINC00926 MT1X R3HDM2 | TNFSF13B
CACNA1G | CNR1 FIG4 HDACS LOC101929819 MT2A RALGPS2 | TNFSF8
CACNA1I CPPED1 | FLT3 HEY1 LOC105369313 MTM1 RIPOR2 TRABD2A
CAMP CR1 FSPSB1 HK2 LOC105369890 MYOF RNF144A | TRAF1
CAMSAP2 | CRTC3 FYB1 HLA-B LOC105370259 NACC2 RRAD TTBK2
CCDC144A | CSF2 GAS7 HLA-C LOC400499 NCF1 RUFY3 TXK
CCL17 CSF3 GATM HLA-DMB | LRP1 NFAM1 | SCIMP UCP2
CCL22 CTSG GEM HLA-DRA LRRC6 NKD1 SIGLEC1 | ZFP90
CCL3L1 CXCL GIMAP1 HLA-DRB3 | LRRK2 NOD1 SLC11A1l
CCR1 CYBB GIMAP4 HOMER1 MARCHF1 NOG SLC22A1
CD163 CYTH4 GIMAPS HRH2 MEGFS OLFM4 SLC24A4
CD177 DAPK1 GIMAPG6 HSPA6 MIR146A PDE4DIP | SLC30A1

En relacion con la infeccion de T. gondii sobre los PBMCs humanos NEG
donde se presentaron 79 DEGs exclusivos, se observd que el perfil difiere
claramente del que se presentdé en CRO en el mismo tiempo de comparacion,
ver Figura 15. En NEG, los perfiles de expresion aparecen mas relacionados
a una respuesta inmune inflamatoria, sumado a otras categorias con funciones
bilégicas importantes como la “regulacién en la produccion de citoquinas” y
‘regulacion de la adhesion celular”, ver Figura 16. De manera similar a lo
encontrado en CRO, el analisis de interaccidén proteina-proteina mostré que
los DEGs exclusivos de NEG se presentan varios genes de procesos

generalizados como la categoria “respuesta a estimulos”, ver Figura 17.
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ID Source Term ID Term Name Pagj (Query_1)
1 GO:BP G0:0002376 immune system process 2.836x10°
2 GO:BP G0:0002274 myeloid leukocyte activation 4.170x10-1%
3 GO:BP G0:0006955 immune response 8.490x10-5
4 GO:BP G0:0001775 cell activation 1.526x10°"2
5 GO:BP G0:0045321 leukocyte activation 7.311x10°14
6 GO:CC G0:0044433 cytoplasmic vesicle part 2.103x10°12
7 REAC REAC:R-HSA-6... Neutrophil degranulation 1.241x10-10
8 REAC REAC:R-HSA-1... Immune System 1.626x10°8
9 WP WP:WP3529 Zinc homeostasis 5.057x10-3
10 TF TF:M00650_1 Factor: MTF-1; motif: TBTGCACHCGGCCC; ma... 2.747x10-3

Figura 13. Analisis de enriquecimiento funcional de 156 DEGs humanos que
solo se presentan en los PBMCs Cronicos en la primera hora de infeccion por
T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales procesos enriquecidos. GO:BP
Ontologia de genes: Procesos Bioldgicos. GO:MF Ontologia de genes Funcion
molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto. REAC:
Reactoma. TF: Transfactor para evaluacion de motivos de union a factores de

transcripcion.
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® Repuesta a estimulos ® GTPasas @®Repuesta inmune

Figura 14. Analisis de la interaccion Proteina-Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.7) de los 156 DEGs humanos que solo se presentan en los
PBMCs en la primera hora de infeccion por T. gondii. Azul cian: GTPasas,

Rojo: respuesta inmune, violeta Respuesta a estimulos.
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CRO RHO1

NEG RHO1

Figura 15. REACTOMA:
funcional de los 156 DEGs de PBMCs humanos exclusivos en los PBMCs

Comparacion del Analisis de enriquecimiento
cronicos (A) frente a los 79 DEGs humanos exclusivos en los PBMCS
negativos (B) en la primera hora de infeccion por T. gondii. Inmmune System:

Sistema inmune.

Tabla 4. Lista de DEGs humanos que son exclusivos (79) en NEG en la

primera hora de interaccion entre T. gondiiy los PBMCs humanos.

ABL2 CSF1 F3 KANSL1 RASD2 VDR
ADORA2A | CXCL2 FAM214B | KCNJ15 RGS12 ZC3H12A
ARAP3 CXCL5 FFAR2 LOC100128059 RIN2 ZC3H12C
AVPI1 CYP2S1 | FLT1 LOC100294336 RIPK2 ZNF503
BCL2A1 DAGLA | GOS2 LOC107987373 RNF144B

C5AR1 DGAT2 | GBP1 LRRC25 SERPINE1

CCL2 DNAJB5 | HCAR3 MARCKS SLAMF1

CCL23 DNMBP | HLX NLRC4 SLC37A2

CCL3P1 DOK3 HMOX1 NLRP12 SOCS3

CCR2 EDN1 ICAM1 NLRP3 ST3GAL6

CD101 EGR1 IL18 PDGFB TGFBI

CD274 EGR2 IL1RL2 PLAU TIP2

CD86 EGR3 INAFM2 PSPHP1 TNFRSF12A

CDCP1 EIF1B INHBA PTAFR TNFSF15

CHAC1 ETS2 ITGB8 RAPGEF2 TRIP10

i
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) Irce erm ID S Term Name Paqj (query_1)
1 GO:BP G0:0006954 inflammatory response
2 GO:BP G0:0001817 regulation of cytokine production
3 GO:BP G0:0010033 response to organic substance
4 GO:BP GO0:0019221 cytokine-mediated signaling pathway
5 GO:BP GO0:0030155 regulation of cell adhesion
6 GO:BP G0:0034097 response to cytokine
7 GO:BP G0:0035556 intracellular signal transduction
8 GO:BP G0:0051240 positive regulation of multicellular organismal ...
9 GO:BP G0:0071310 cellular response to organic substance
10 REAC REAC:R-HSA-6... Interleukin-10 signaling

Figura 16. Analisis de enriquecimiento funcional de los 79 DEGs humanos
que solo se presentan en los PBMCs negativos en la primera hora de infeccion
por T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales procesos enriquecidos. GO:BP
Ontologia de genes : Procesos Bioldgicos. GO:MF Ontologia de genes
Funcién molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.
REAC: Reactoma.



57

TNFRSF12A

GBP1
IL1IRL2

— BCL2A1
v FAR2 S
prAm

IL]G

SCRPIP\E)

2l \

A ‘ \’f‘\‘ % Nanz NLRP12 e
\q" \ % . ®

>y . . A~ CSAR1

‘\!

CDBB CCRZ

RIPK2

/—"

OCAM 1

RAPGEF2

P2

EGR2

ZCIM12A
o HCARI!E
4. RNFlaas v

suEL A — FAM2148

) . £
‘ﬁ S p= ,\MARCKS

CCL23

ZNF503

® Respuesta a estimulos
® Repuesta a citoquinas

Figura 17. Analisis de la interaccion Proteina - Proteina realizada en el
servidor STRING (indice:0.7, azul y violeta: evidencia experimental, verde, roja
y azul cian: interaccion predictiva, amarillo, azul oscuro y negro: otras
interacciones) de los (79) DEGs humanos que solo se presentan en los PBMCs
negativos en la primera hora de infeccion por T. gondii. Azul: Respuesta a

estimulos; Rojo: respuesta a citoquinas.
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6.5.3.3 Un perfil de respuesta inmune innata y fenédmenos inflamatorios
son los procesos mas enriquecidos en la dinamica (1 hora vs 6 hora pi)
en la interaccién Toxoplasma- PBMCs-h en el modelo ex vivo

La expresion de genes es un fendmeno altamente sensible al tiempo, pues en
cada momento puede presentarse un contexto que desencadene el aumento
o disminucion de su expresion, por lo tanto, buscamos observar si el perfil de
expresion observado en la primera hora de interaccion Toxoplasma-PBMCs
humanos cambiaba respecto a la hora 6 horas pi. En los analisis de
enriquecimientos realizados respecto a los DEGs compartidos 542 en ambos
grupos (Anexo 8), encontramos varios procesos relacionados a perfiles
inmunolégicos inespecificos, destacandose categorias como “respuesta al

stress”, “respuesta a estimulos” y activacion de leucocitos, ver Figura 18 o “de-
granulacién de neutrdfilos”, ver Figura 19. Al realizar los analisis de interaccion
proteina-proteina se observa al menos 2 cluster muy fuertes y consistentes
indicando que la funcién biolégica predominante es la respuesta inmune innata
ver Figura 20. En este mismo analisis se observa de manera interesante un
cluster enriquecido con moléculas relacionadas al “procesamiento de ARN

ribosomal”.
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CRO RH16 NEG RH16

501 542 613

1
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Term ID Term Name Pag) (query_1)

I GO:BP G0:0002376 immune system process 2.058x10'¢
2 GO:BP GO:0006950 response to stress 4.048x10714

3 GO:BP G0:0006955 immune response 7.451x10-13

HH L a2 4 :BP 002263 cell activation involved in immune response 1.826x10°"2
Perfll |nmun°|°glc° GO: G0:000226: ivation inve inimmu D 826x10 i
. e 5 GO:BP G0:0009605 response to external stimulus 4.689x10°2
mespecnflco 6 GO:8P 60:0045321 leukocyte activation 2170x10-1
7 GO:BP G0:0050896 response to stimulus 1.470x10°1

8 GO:BP G0:0070887 cellular response to chemical stimulus 4.215x10"

9 REAC REAC:R-HSA-6.. Neutrophil degranulation 2.139x10°7

10 MIRNA MIRNA:hsa-mi hsa-miR-98-5p 2.432x10°%

1" MIRNA MIRNA:hsa-mi... hsa-miR-6797-5p 9.191x10-3

12 MIRNA MIRNA:hsa-mi... hsa-miR-1249-5p 7.642x10°3

13 MIRNA MIRNA:hsa-mi hsa-miR-152-3p 4.588x102

Figura 18. Analisis de enriquecimiento funcional de los 542 DEGs humanos
compartidos entre los PBMCs Crénicos y PBMCs Negativos entre la primera
hora y la sexta hora post-infeccion de T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales
procesos enriquecidos. GO:BP Ontologia de genes : Procesos Biologicos.
GO:MF Ontologia de genes Funcion molecular. KEEG: Enciclopedia de genes
y genomas de Kyoto. REAC: Reactoma. TF: Web Server Transfactor para
evaluacion de motivos de union a factores de transcripcion. MIRNA: Micro
RNAs.
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Figura 19. REACTOMA: Andlisis de enriquecimiento funcional de los 542

DEGs humanos compartidos entre los PBMCs Croénicos y PBMCs Negativos
al comparar la primera y sexta hora post-infeccion con T. gondii. Inmmune

System: Sistema inmune.
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Roja: Respuesta innata
Azul: Respuesta inflamatoria
Morado: Procesamiento de RNAr

CRO RH16

Figura 20. Analisis de la interaccion Proteina—Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.9) de los (542) DEGs humanos en PBMCs compartidos en
Cronicos y Negativos al comparar la primera y la sexta hora post-infeccién con

T. gondii.

El enriquecimiento funcional de los 501 DEGs exclusivos (Anexo 9)
presentados en CRO en la dinamica 1 vs 6 hpi, se encontr6 de manera
interesante que no hay ningun perfil inmunolégico dominante relacionado, ver

Figura 21, y los pocos procesos moderadamente enriquecidos que se
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presentaron estan relacionados al parecer con el “ciclo celular’; lo que si se
observo de manera interesante en estos 501 genes exclusivos en CRO, es un
enriquecimiento con un marcado perfil de factores de transcripcion (TF),
Figura 21. En los analisis de enriquecimiento de interaccion proteina-proteina
no se observd ningun proceso especifico, exceptuado por un enriquecimiento

en la via del NF-kB, ver Figura 21 y 22.

4 1
2 4
Jo @ 6, & &6 d
O
%o, e, %o, o, @, Hedye v
2 2 73 <
1 GO:MF G0:0019899 enzyme binding 4.856x10°%
2 GO:BP G0:0007049 cell cycle 2.395x10°3
3 GO:BP G0:0034097 response to cytokine 1.117x10°2 CRO {H16 NEG RH16
4 GO:BP G0:0045786 negative regulation of cell cycle 3.454x10-3 T >
5 GO:BP G0:0051726 regulation of cell cycle 1.293x102 / \
6 GO:BP G0:1903047 mitotic cell cycle process 8646x10-2 | 501 | 542 613 |
7 GO:CC G0:0044444 cytoplasmic part 7.566x10-¢ \ \ /
8 TF TF:M01104 1 Factor: MOVO-B; motif: GNGGGGG; match cla... 1.046x10-"
9 TF TF:M020891 Factor: E2F-3; motif: GGCGGGN; match class: 1 8.622x10-"
10 KEGG KEGG:04064 NF-kappa B signaling pathway 1.489x10-2

Figura 21. Analisis de enriquecimiento funcional de los 501 DEGs humanos
que solo se presentan en los PBMCs Cronicos cuando se compara la primera
hora versus la sexta hora de infeccion con T. gondii (gProfiler). 1-10:
Principales procesos enriquecidos. GO:BP Ontologia de genes : Procesos
Bioldgicos. GO:MF Ontologia de genes Funcion molecular. KEEG:
Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto. REAC: Reactoma. TF: web
Server Transfactor para evaluacion de motivos de union a factores de

transcripcion.
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501 DEGs que solo
se presentan en
CroRH16

CRO RH16 NEG RH16

® Respuesta a estimulos.
® Respuesta a citoquinas

® Respuesta inmune.
® NFKB pathway.

tRNAs desde el nicleo.

Figura 22. Analisis de la interaccion Proteina—Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.9) de los 501 DEGs humanos en PBMCs Cronicos que se

presentan al comparar la primera y la sexta hora post-infeccion con T. gondii.

Con relacion al analisis de enriquecimiento funcional en los 613 DEGs
exclusivos en NEG (Anexo 10) se observdé un perfil inmunolégico con
categorias bien representadas tales como “activacion de leucocitos” vy
“‘procesos inmunes efectores”, Figura 23. En cuanto al analisis de interaccion
proteina-proteina se observé un cluster soportado por mas de 60 moléculas

relacionadas a la inmunidad innata, Figura 25.
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1 GO:BP G0:0001775 cell activation 2.560x10°15
CRO RH16 NEG HH16
2 GO:BP G0:0045321 leukocyte activation 4.089x10°™¢ ]
~, -
3 GO:BP G0:0002376 immune system process 3.666x1012 /,,/ N .
a Go:BP G0:0009605 response to external stimulus 1.665x10°" / \
5 GO:BP G0:0006955 immune response 5.926x10" f/ \
6 GO:BP G0:0002252 immune effector process 1.411x10°10 \ 501 542 613 /
7 Go:BP G0:0002263 cell activation involved in immune response 8.375x10°10 — /
8 GO:8P 60:0071310 cellular response to organic substance 4.957x10-° AN /
9 REAC REAC:R-HSA-1..  Immune System 9.062x10°7 T~
10 REAC REAC:R-HSA-1..  Innate Immune System 2.680x10°6

Figura 23.

Analisis de enriquecimiento funcional de los 613 DEGs humanos

que solo se presentan en los PBMCs Negativos cuando se compara la primera

hora versus la sexta hora de infeccion con T. gondii (gProfiler). 1-10:

Principales procesos enriquecidos. GO:BP Ontologia de genes :

Bioldgicos.

GO:MF Ontologia de genes Funcion molecular.

Procesos
KEEG:

Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto. REAC: Reactoma. TF:

Transfactor web Server para evaluacion de motivos de unidon a factores de

transcripcion.
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CRO RH16 NEG RH16

Rojo: Respuesta inmune
Azul: Respuesta inmune innata

Figura 24. Analisis de la interaccion Proteina—Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.9) de los (613) DEGs humanos en PBMCs negativos que se
presentan al comparar la primera y la sexta hora post-infeccién con T. gondii.
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6.5.3.4 Los motivos de unidén a factores de transcripcion (TFBSs) pueden
ser los principales responsables de las diferencias en el enriquecimiento
funcional respecto a las diferencias encontradas en la interaccion de T.
gondii con PBMCs CRO frente a PBMCs NEG en la dinamica de 0 horas

(no infectados) vs 6 hora pi en un modelo ex vivo

Los analisis de la hora 0 vs la hora 6 pi arrojé datos de cientos y miles de genes
diferencialmente expresados en todas las comparaciones, confirmando que la
condicion de ser PBMCs Toxoplasma IgG+ o PBMCs Toxoplasma 1gG -
afectan los perfiles de expresion en la interaccion con el parasito; ya que en
términos de DEGs totales hay 459 DEGs mas en CRO ver Anexo 11, que en
NEG ver anexo 12, y en términos de procesos biolégicos como hemos visto
en los tiempos de comparacion anterior y como mostraremos en este tiempo,
son dos universos genéticos totalmente distintos, ver Figura 25. A pesar de
presentarse 1287 DEGs exclusivos en CRO, sorprendentemente no se
presenta un perfil inmune dominante; en lugar de ello se observd un
enriquecimiento funcional muy marcado en varias categorias relacionadas con
“ciclo celular”, Figura 25 y Figura 26 A y 26 B. En contraste los 828 DEGs
exclusivos en NEG si presentan un perfil inmune dominante, ver Figura 25 y
27, representado principalmente por categorias como “respuesta a citoquinas”,
‘respuesta inmune” y “respuesta inmune innata”, ver Figura 27. Al analizar los
1329 DEGs (Anexo 13) que se encontraron en comun en ambos grupos de
PBMCs humanos (CRO y NEG) en este punto de la dinamica de comparacion,
se observo un enriquecimiento predominante relacionado a categorias mas
generalizadas como “activacion celular”, "activacion de leucocitos”, “respuesta
a estimulos externos” y “respuesta inmune innata” Figura 25 y 28. En el
analisis de enriquecimiento de la interaccion proteina-proteina se observo
ademas 2 clusteres con un buen numero de genes relacionados, uno de ellos
relacionado a la “biogénesis de Ribosomas” y el otro relacionado a “expresion
de genes mitocondriales, ver Figura 28. Sin embargo, uno de los resultados
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mas notorio y sorprendente en este tiempo de comparacion, fue la evidente
diferencia entre CRO y NEG respecto al enriquecimiento mostrado con el
servidor TRANSFAC que se encarga de evidenciar los TFBSs (motivos de
unidbn a factores de transcripcion) presentes en las listas de genes
diferencialmente expresados, presentandose 601 TFBSs en los DEGs CRO
siendo el doble en comparacién a los 299 TFBSs que se presentaron en los
DEGs NEG, ver Figura 25 (regidon-TF). Los Factores de transcripcion mas
destacados (segun el P-valor) asociados a los motivos TFBSs encontrados en
los DEGs en CRO 0 vs 6 son: E2F, ZF5 y E2F-2. Los Factores de transcripcion
mas destacados (segun el P-valor) asociados a los motivos TFBSs
encontrados en los DEGs NEG en 0 vs 6 son: Sp1, SP2, BETB1, BETB2 y
AP2beta, ver tabla 5.

a Cronicos 06 | B Negativos 06

CRO RHO6 NEG RHO6

| 1287, 1320 @28

# de DEGs | RHO6

¢ Compartidos 06

Figura 25. Comparacion de los perfiles de enriquecimiento funcional de los
DEGs de los PBMCs humanos sin infectar (0 horas) versus los mismos PBMCs
a la sexta hora post-infeccion con T. gondii (gProfiler). A: DEGs exclusivos en
PBMCS crénicos. B: DEGs exclusivos en PBMCS negativos C: DEGs

compartidos en ambos grupos de PBMCs. 10: procesos enriquecidos. GO:BP
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Ontologia de genes : Procesos Bioldgicos. GO:MF Ontologia de genes
Funcién molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.
REAC: Reactoma. TF (azul): Web Server Transfactor para evaluacion de

motivos de unidn a factores de transcripcion.

DEGs-h exclusivos en PBMCs Crénicos Oh vs 6h (1287)

CRORH08  NEG RH08

B 1267 1320

NS ¥y ' Perfil NO inmunolégico lA

- = = Sgnal Traneduction

£ ) Regulation of Cell cycle

£) NcRNA metabolic process ®
(T Mitochondrial gene expression

Inmmune response

Figura 26. A. REACTOMA: Analisis de enriquecimiento funcional de 1287
DEGs humanos exclusivos en los PBMCs Cronicos entre las 0 horas (sin
infectar) y las 6 horas post-infeccion con T. gondii. Inmmune System: Sistema
inmune. B. Analisis de enriquecimiento de la interaccion Proteina — Proteina
realizada en el servidor STRING (indice:0.9) de los (1287) DEGs humanos
exclusivos en PBMCs cronicos infectados por T. gondii, la comparacién ocurre

entre las 0 horas (sin infectar) y las 6 horas post-infeccion.

828
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DEGs-h exclusivos en PBMCs Negativos Oh vs 6h (828)

CRO RHO08 NEG RH06

Immune process

Innate immune response 1287 1329 828 |

IL 10 —signalin,

Figura 27. Analisis de enriquecimiento de la interaccion Proteina—Proteina
realizada en el servidor STRING (indice:0.9) de los 828 DEGs humanos
exclusivos en PBMCs negativos infectados por T. gondii, la comparacion
ocurre entre las 0 horas (sin infectar) y las 6 horas post-infecciéon.  B.
REACTOMA: Analisis de enriquecimiento funcional de los 828 DEGs humanos
exclusivos en los PBMCs Negativos entre las 0 horas (sin infectar) y las 6 horas

post-infeccion con T. gondii. Immune System: Sistema inmune.
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DEGs Compartidos CRO vs NEG RHO6

CRO RH06 NEG RHO06

B 1287 1320 828 |

l“ ,,

>R 3 Respuesta inespecifica a estimulos Perfil inmunolégico

Signal Transduction

8 Mitochondrial gene expression ' Immune process ¢ ) Ribosome biogenesis

Response to stimulus ) Leokocyte activation

Figura 28. Analisis de enriquecimiento de la interaccion Proteina—Proteina
realizada en el servidor STRING (indice:0.9) de los 1329 DEGs compartidos
en PBMCs humanos negativos y cronicos para T. gondii, la comparacion
ocurre entre las 0 horas (sin infectar) y las 6 horas post-infeccion. B.
REACTOMA: Analisis de enriquecimiento funcional de los 1329 DEGs
humanos compartidos entre los PBMCs Cronicos y PBMCs Negativos entre

las 0 horas (sin infectar) y las 6 horas post-infeccion con T. gondii. Immune
System: Sistema inmune.
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Tabla 5. Analisis de enriquecimiento de los motivos de unidén a factores de

transcripcion asociados a los DEGs encontrados en cada condicién. En A:
NEG 0 vs 6 horas pi. En B: CRO 0 vs 6 horas pi (anexo 31).

A

TF tats
Term name Term ID S| Pag
Factor: Sp1; motif: NGGGGGCGGGGYN; match class: 0 TF:M00196.0 2.674x10°%
Factor: Sp1; motif: NGGGGGCGGGGYN TF:M00196 2.674x10°%
Factor: Sp1; motif: NNGGGGCGGGGNN; match class: 0 TF:M00932.0 7.268x10°%
Factor: Sp1; motif: NNGGGGCGGGGNN TF:M00932 7.268x10°%
Factor: Sp1; motif: CCCCGCCCCN; match class: 0 TF:M00933.0 4.339x107
Factor: Sp1; motif: CCCCGCCCCN TF:M00933 4.339x107
Factor: Sp1; motif: GGGGCGGGGC; match class: 0 TF:M00931.0 4.628x107
Factor: Sp1; motif: GGGGCGGGGC TF:M00931 4.628x107
Factor: SP1; motif: NCCCCKCCCCC TF:M07226 5.462x107
Factor: SP1; motif: NCCCCKCCCCC; match class: 0 TF:M07226.0 5.462x107
Factor: BTEB1; motif: GGGGGCGGGGCNGSGGGNGS; match .. TF:M09723.1 1.058x10°¢
Factor: Sp2; motif: GGGGCGGGG; match class: 0 TF:M10435.0 1519x10°
Factor: Sp1; motif: GGGGCGGGGC; match class: 0 TF:M07063.0 1519x10°¢
Factor: Sp1; motif: GGGGCGGGGC TF:M07063 1519x10°¢
Factor: $p2; motif: GGGGCGGGG TF:M10435 1519x10°¢
Factor: KROX; motif: CCCGCCCCCRCCCC; match class: 1 TF:M00982.1 2127x10°¢
Factor: AP-2beta; motif: GCNNNGGSCNGVGGGN TF:M01858 2.220x10°¢
Factor: AP-2beta; motif: GCNNNGGSCNGVGGGN; match cla.. ~ TF:M01858.0 2.220x10°¢
Factor: WT1; motif: GNGGGGGCGGGG TF:M03893 2.374x10°6
Factor: WT1; motif: GNGGGGGCGGGG; match class: O TF:M03893.0 2.374x10°¢
Factor: AP-2gamma; motif: GCCYNNGGS; match class: 0 TF:M00470.0 3.920x10°¢
Factor: AP-2gamma; motif: GCCYNNGGS TF:M00470 3.920x10°6
Factor: Sp1; motif: CCCCGCCCCN; match class: 1 TF:M00933.1 5.155x10°¢
Factor: Sp1; motif: NGGGGGCGGGGCCNGGGGGGGG; match...  TF:M100711 5.307x10°¢
Factor: Churchill; motif: CGGGNN; match class: 1 TF:M00986.1 7.506x10¢
Factor: SP2; motif: GNNGGGGGCGGGGSN TF:M03807 7.960x10°6
Factor: SP2; motif: GNNGGGGGCGGGGSN; match class: 0 TF:M03807.0 7.960x10°¢
Factor: BTEB2; motif: RGGGNGKGGN; match class: 0 TF:M07277.0 8.715x10°¢
Factor: BTEB2; motif: RGGGNGKGGN TF:M07277 8715x10°6
Factor: ctcf; motif: CCRSCAGGGGGCGCN; match class: 1 TF:M10426.1 9.198x10°¢
Factor: WT1; motif: GNGGGGGCGGGG; match class: 1 TF:M03893.1 1.349x10°
Factor: AP-2gamma; motif: GCCYNNGGS; match class: 1 TF:M00470.1 1.891x10-*
Factor: Sp1; motif: GGGGCGGGGC; match class: 1 TF:M07063.1 2.645x1
— R P—— TEAnnAE 1 2 arguans

TF tats
Term name Term ID Pad
Factor: E2F; motif: GGCGSG TF:M00803 9.934x102%
Factor: E2F; motif: GGCGSG; match class: 0 TF:M00803_0 9.934x102¢
Factor: ZF5; motif: GSGCGCGR; match class: 1 TF:M00716.1 7.247x10°%7
Factor: ZF5; motif: GGSGCGCGS; match class: 1 TF:M10438.1 1.453x10%¢
Factor: E2F-2; motif: GCGCGCGCGYW; match clas. TF:M11531.0 2.048x107%¢
Factor: E2F-2; motif: GCGCGCGCGYW TF:M11531 2.048x102¢
Factor: ZF5; motif: NRNGNGCGCGCWN; match cla.. ~ TF:M00333.1 2595x10°%
Factor: E2F-2; motif: GCGCGCGCGYW; match clas... ~ TFM115311 1.253x10°%
Factor: E2F; motif: GGCGSG; match class: 1 TF:M00803.1 2.520x10°%%
Factor: E2F-4; motif: NTTTCSCGCC TF:M07380 9.806x1023
Factor: E2F-4; motif: NTTTCSCGCC; match class: 0 TF:M07380.0 9.806x10*
Factor: E2F-1:HES-7; motif: GGCRCGTGSYNNWN...  TF:M08525.1 2.399x10°%
Factor: E2F-1; motif: NGGGCGGGARV; match class... ~ 1F:M07206.0 1515x10°%!
Factor: E2F-1; motif: NGGGCGGGARV TF:M07206 1515x10%!
Factor: E2F-3:HES-7; motif: NNNSGCGCSNNNNN...  TF:M08526.1 1.607x10°%'
Factor: TCF-1; motif: ACATCGRGRCGCTGW; match. TE:M11601.1 2.929x10°%°
Factor: ZF5; motif: NRNGNGCGCGCWN; match cla.. ~ TF:M00333.0 4.394x10°2°
Factor: ZF5; motif: NRNGNGCGCGCWN TF:M00333 4.394x10°2°
Factor: E2F-2; motif: NWTTTGGCGCCAWWNN; ma. TF:M11530.0 1.189x107"%
Factor: E2F-2; motif: NWTTTGGCGCCAWWNN TF:M11530 1189x107"%
Factor: E2F-1; motif: NNNNGGCGGGAARN TF:M09892 1.935x107™°
Factor: E2F-1; motif: NNNNGGCGGGAARN; match ... TF:M09892.0 1.935x107°
Factor: E2F-4; motif: SNGGGCGGGAANN; match c...  TF:M09894.1 3133x107°
Factor: ZF5; motif: GGSGCGCGS; match class: 0 TF:M10438.0 5.274x107°
Factor: ZF5; motif: GGSGCGCGS TF:M10438 5.274x101
Factor: E2F-2; motif: GCGCGCGCNCS; match clas...  TFM11529.1 7.411x107°
Factor: E2F-T:Elk-1; motif: SGCGCSNNAMCGGAAG...  TF:M08205.1 1.008x107"®
Factor: E2F-1; motif: WWTGGCGCCAAA; match cla...  TFMO4515.1 6.569x107"%
Factor: ZF5; motif: GSGCGCGR TF:M00716 7133x107®
Factor: ZF5; motif: GSGCGCGR; match class: 0 TF:M00716.0 7.133x107®
Factor: E2F-1; motif: WWTGGCGCCAAA TF:M04515 1179x10°
Factor: E2F-1; motif: WWTGGCGCCAAA; match cla.. ~ TF:M04515.0 1179107
Factor: E2F-2; motif: NWTTTGGCGCCAWWNN; ma...  TF:M11530.1 1.882x10"7
Factor: E2F-4; motif: SNGGGCGGGAANN; match c...  TF:M09894.0 3.390x10"
Factor: E2F-4; motif: SNGGGCGGGAANN TF:M09894 3.390x10°

5 ~10G10(Paa) 1HHEHEEE
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6.5.3.5 Enriquecimiento funcional de los DEGs sobre expresados (“UP”)
y expresados a la baja (“DOWN”) en PBMCs humanos infectados con T.

gondii en un modelo ex vivo

A pesar de haber observado que la respuesta en DEGs es dependiente de la
condicién IgG+ o IgG- de los PBMCs frente a Toxoplasma, conociendo que en
cada uno de los tiempos evaluados se comparte un grupo importante de genes
y que también se presenta otro grupo de genes exclusivos en cada condicion
durante la interaccion Toxoplasma-PBMCs humanos, quisimos establecer si
las diferencias y/o coincidencias encontradas en los analisis anteriores podrian
estar relacionadas entre ellas o si por el contrario eran dependiente de los
DEGs que se estaban “sobre expresando” (UP) o de los que se estaban
‘expresados a la baja” (DOWM). Escogimos el tiempo 0 vs 1 dado que es el
primer momento del que teniamos datos donde se podria observar mas
rapidamente un efecto de la presencia del parasito en la respuesta a la
infeccion y también evaluamos y analizamos de la misma manera el tiempo 0

vs 6 hpi que es un momento en el que se modela una infeccion ya establecida.

6.5.3.6 Los procesos inflamatorios estan diferenciados de manera
opuesta en PBMCs Crénicos respecto a PBMCs Negativos en la
interaccion inicial (0 vs 1 hpi).

Los 103 DEGs expresados a la baja (DOWN) en PBMCs crénicos en la primera
hora de interaccion con T. gondii se encuentran relacionados segun el
enriquecimiento funcional con “activacion de leucocitos”, “activacion celular”, y
respuesta inmune innata, Figura 29A y 29B. Los 94 DEGs sobre expresados
(UP) en este mismo grupo celular se encuentran relacionados principalmente
con respuesta a citoquinas y con un perfil inflamatorio, Figura 30A y 30B. De
manera contraria a lo encontrado en PBMCs croénicos, los 47 DEGs

expresados a la baja en NEG (DOWN) estan relacionados principalmente con
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respuesta “mediada por citoquinas” y un perfil inflamatorio, Figura 31A y 31B.
En relacion con los 74 DEGs sobre expresados en NEG (UP) se encontré que
estos genes se encuentran principalmente relacionados con una alteracion en
‘vias de sefalizacion de receptores de superficie” y respuesta a citoquinas,
Figura 32A y 32B.

103 DEGs “DOWN” CRO/RH/01

Rojo: Sistema Inmune
Azul: inmunidad innata

Figura 29. A. Analisis de enriquecimiento funcional de los 103 DEGs “DOWN”
en los PBMCs Croénicos al comparar las células sin infectar (0 hora) versus la
primera de infeccidn por T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales procesos
enriquecidos. GO:BP Ontologia de genes: Procesos Bioldgicos. GO:MF
Ontologia de genes Funciéon molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y
genomas de Kyoto. REAC: Reactoma. TF: Transfactor web Server para
evaluacion de motivos de union a factores de transcripciéon. B: Analisis de
enriquecimiento de interaccion Proteina—Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.9) de los 103 DEGs DOWN en PBMCs humanos cronicos
para T. gondii, la comparacion ocurre entre las 0 horas (sin infectar) y la 1 hora
post-infeccion.
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94 DEGs “UP” CRO/RH/01

I Rojo: Respuesta inflamatoria;, Azul: Sefalizacién de Citoquinas

Figura 30. A: Analisis de enriquecimiento funcional de los 94 DEGs “UP” en
los PBMCs Cronicos al comparar las células sin infectar (O hora) versus la
primera hora de infeccion por T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales procesos
enriquecidos. GO:BP Ontologia de genes: Procesos Bioldgicos. GO:MF
Ontologia de genes Funciéon molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y
genomas de Kyoto. REAC: Reactoma. TF: Web Server Transfactor para
evaluacion de motivos de unién a factores de transcripcion. B: Analisis de
enriquecimiento de la interaccion Proteina—Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.7) de los 94 DEGs UP en PBMCs cronicos para T. gondii.
La comparacion ocurre entre las 0 horas (sin infectar) y la 1 hora post-

infeccion.
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47 DEGs “DOWN” NEG/RH/01 ¢~

Rojo: Respuesta inflamatoria
Azul: Sefializacion de Citoquinas

Figura 31. A: Analisis de enriquecimiento funcional de los 47 DEGs “DOWN”
en los PBMCs Negativos al comparar las células sin infectar (0O hora) versus la
primera de infeccidn por T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales procesos
enriquecidos. GO:BP Ontologia de genes: Procesos Bioldgicos. GO:MF
Ontologia de genes Funciéon molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y
genomas de Kyoto. REAC: Reactoma. TF: Transfactor web Server para
evaluacion de motivos de union a factores de transcripciéon. B: Analisis de
enriquecimiento de interaccion Proteina—Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.9) de los47 DEGs DOWN en PBMCs humanos Negativos
para T. gondii. La comparacion ocurre entre las 0 horas (sin infectar) y la 1
hora post-infeccién.
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Azul: Vias de sefializacion de receptores de superficie
Rojo: Respuesta mediada por citoquinas

Figura 32. A: Analisis de enriquecimiento funcional de los 74 DEGs “UP” en
los PBMCs Negativos al comparar las células sin infectar (O hora) versus la
primera de infeccidn por T. gondii (gProfiler). 1-10: Principales procesos
enriquecidos. GO:BP Ontologia de genes: Procesos Bioldgicos. GO:MF
Ontologia de genes Funciéon molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y
genomas de Kyoto. REAC: Reactoma. TF: Web Server Transfactor para
evaluacion de motivos de unién a factores de transcripcion. B: Analisis de
enriquecimiento de interaccion Proteina—Proteina realizada en el servidor
STRING (indice:0.7) de los74 DEGs UP en PBMCs Negativos para T. gondii.

La comparacion ocurre entre la 0 hora (sin infectar) y la 1 hora post-infeccion.
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6.5.3.7 La respuesta Th17 es el perfil comun en los DEGs sobre
expresados (UP) en PBMCs CRO y NEG en la primera hora de interaccion
entre PBMCs y T. gondii

Se compararon los DEGS sobre expresados (UP) en los PBMCS cronicos y
los DEGs sobre expresados (UP) en los PBMCs negativos frente a la primera
hora de interaccidn con T. gondii, con el fin de conocer si existian procesos
comunes que se estuvieran activando entre ambos grupos celulares. Un total
de 14 DEGs (C110rf96, EREG, KANK1, TNS1, MFSD2A, IL23A, NFKBIZ,
NXPE3, MYC, BATF, SAV1, CXCL2, DRAM1, SFR1 y CCRL2) se sobre
expresan de manera comun entre ambos grupos de PBMCs, Figura 33 y tabla
6. Al realizar el analisis de enriquecimiento funcional de estos 14 DEGs
comunes se encontrd que estan relacionados de manera clara a la
diferenciacion y respuesta inmune de tipo Th17, Figura 34A y 34B. Un total
de 7 DEGs (CEBPD, SIRPB2, CSF1R, ZNF467, TMEM170B, P2RY2, KLF4)
se expresan a la baja de manera comun entre ambos grupos de PBMCs,
Figura 35 y tabla 7. Al realizar el analisis funcional de estos 7 genes no se

encontrd ningun proceso asociado, Figura 36A y 36B.

DEGs “UP” “comunes” en Croy Neg : Oh vs 1h

NEG UPO1____

/ El perfil de expresion de genes
que estan sobre expresados en la
| 60 80 primera hora de interaccion difiere
entre PBMCs Toxo/IgG+ y PBMCs
Toxo/1gG-.
CRO UPO1

Figura 33. Diagramas de Venn de los (DEGs) que se sobre expresan (UP) al
comparar PBMCs sin estimular (tiempo 0) versus estimulados a la 1 hora pi,
en cronicos y negativos. (Foldchange = 2). En la interseccion del diagrama se
observan los 14 DEGs UP comunes.
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Tabla 6. Lista de genes diferencialmente sobre - expresados (UP) en PBMCs

humanos al ser infectados con T. gondii en un modelo ex vivo durante la

primera hora de infeccion. En rojo se resaltan los genes que son comunes en

PBMCs negativos y PBMCs cronicos.

GRUPO Total elements

CRO UPO1 14
vs
NEG UPO01

NEG UP01 60

CRO UPO1 80

C110rf96, EREG, KANK1, TNS1, MFSD2A, IL23A,
NFKBIZNXPE3, MYC, BATF, SAV1, CXCL2, DRAM1, SFR1,
CCRL2

IL1RL2 RIN2 DOK3 CSF1 CD101 EDN1 F3 VCAN FGL2 RASD2
GBP1 MIR146A RNF144B FFAR2 PLAU ITGB8 CCL23 PTAFR
RAPGEF2 TNFSF15 FLT1 ZC3H12A G0S2 PECAM1 EGR2
ADORA2A CCR2 PSPHP1 ICAM1 MARCKS SOCS3 ZC3H12C
SLAMF1 LOC100128059 PDGFB NLRP3 ETS2 CXCL5 EIF1B
LOC100294336 ABL2 INHBA CCL3P1 CD274 EGR3 CYP2S1
LOC107987373 ST3GAL6 CCL2 TRIP10 ZNF503 TJP2 HCARS3
EGR1 RIPK2 HLX BCL2A1 KANSL1 IL18 THBD

DPM2 PDE4DIP KDM7A-DT HOMER1 TNIP3 PSAT1 KCNJ2
GIMAP4 RRAD TNFAIP6 SLC22A1 CCL4L1 CXCL3 CCL3L1
LRRC6 PTX3 GRB10 MT1F CDCA4 DYRK3 LOC400499 HLA-
DRA GIMAP6 FAM71F2 DOCK4 GJB2 IL1A TNFAIP8 SIGLEC12
GEM HLA-DRB3 SYNPO2 CAMSAP2 KLHL21 MT1X NOG MT2A
CMSS1 GIMAP8 SLC30A1 LIF SPSB1 HAVCR1 ITGAV BTBD11
HLA-DMB GATM MIR146A,MIR3142HG CCL22 CSF3 GPNMB
E2F7 MT1E ADCY9 CXCL1 HSPAG6 IL10 CCL20 TRAF1 ACOD1
IL6 PTGS2 MIR155MIR155HG MMP14 CCL17 CACNA1G
ABCA6 NKD1 MIR3945HG LOC105369890 HEY1
LOC105369313 CNR1 PGAP1 GIMAP7 GRK4 GPR15 CSF2
APOE GIMAP1,GIMAP1-GIMAP5,GIMAPS
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d
¢

NEG UPO1

CRO UPO1

Figura 34. Analisis de enriquecimiento funcional de los 14 DEGs “UP”
compartidos al comparar las células sin infectar (O hora) versus la primera hora
de infeccion por T. gondii (gProfiler). 1-13: Principales procesos enriquecidos.
GO:BP Ontologia de genes : Procesos Biologicos. GO:MF Ontologia de genes
Funcién molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.
REAC: Reactoma. TF: Web Server Transfactor para evaluacion de motivos de
unién a factores de transcripcion. B: Analisis de enriquecimiento de interaccion
Proteina—Proteina realizada en el servidor STRING (indice:0.4) de los14 DEGs
UP compartidos en PBMCS crénicos y negativos para T. gondii, la

comparacion ocurre entre la 0 hora (sin infectar) y la 1 hora post-infeccion.

DEGs “DOWN” “comunes” en Cro y Neg : Oh vs 1h

\eg01Dow

El perfil de expresién de genes
que estan regulados a la baja en la
primera hora de interaccidn difiere
entre PBMCs Toxo/IgG+ y PBMCs
Toxo/IgG-.

96

Cro01Down

Figura 35. Diagramas de Venn de los (DEGs) que se sobre expresan (DOWN)
al comparar PBMCs sin estimular (tiempo 0) versus estimulados a la 1 hora pi,
en cronicos y negativos. (Foldchange = 2). En el medio del diagrama de Venn

se observan los (7) DEGs DOWN comunes.
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Tabla 7. Lista de genes diferencialmente expresados a la baja (DOWN) en
PBMCs humanos al ser infectados con T. gondii en un modelo ex vivo durante
la primera hora de infeccion. En rojo se resaltan los genes que son comunes

en PBMCs negativos y PBMCs cronicos.

Names total elements

Cro01Down 7 CEBPD, SIRPB2, CSF1R, ZNF467, TMEM170B, P2RY2, KLF4
Neg01Down

Neg01Down 41 VDR KCNJ2 TNIP3 SLC37A2 TNFAIP6 SERPINE1 CCL4L1 CXCL3

PTX3 RGS12 DNAJB5 HMOX1 NLRC4 GJB2 IL1A SIGLEC12 DAGLA
DGAT2 KCNJ15 ARAP3 LIF TGFBI FAM214B gene AVPI1 CD86 CXCL1
C5AR1 TNFRSF12A IL10 CCL20 CDCP1 ACOD1 IL6
MIR155,MIR155HG CHAC1 LRRC25 DNMBP MIR3945HG INAFM2
NLRP12

Cro01Down 96 LCN2 DEFA3 CAMP FAM111A ARHGAP19,SLIT1 TNFSF13B RIPOR2
GLT1D1 SORT1 FIG4 VCAN CLEC12B FGL2 TRABD2A ALDH3B1
CD163 HRH2 HLA-C CEP85L MYOF CRTC3 HK2 MTM1 TNFSF8 ERG
PECAM1 ATP8B4 MARCHF1 R3HDM2 GAS7 BPI LOC105370259 SSH2
CD1D PRAM1 IQSEC1 HLA-B MPO CDA LRRK2 A° TLR8 CCR1
PGLYRP1 NACC2 CYBB MMP8 AK5 CD33 SCIMP SLC24A4 CPPED1
THEMIS2 SLC11A1 CD177 RALGPS2 JAK2 LINC00926 CDC14A
MPEG1 DAPK1 RNF144A CTSG PYGL TXK FYB1 LRP1 NOD1 MRTFB
OLFM4 NFAM1 TTBK2 TMEM176B LILRA6 CACNA1I NCF1 PTPN6
PLXNB2 RUFY3 HDAC9 BST1 TMEM131L CEP152 CR1 FGD2 ITGA6
UCP2 FLT3 SIGLEC1 CYTH4 ZFP90 MEGF9 THBD LOC101929819
CCDC144A GZF1
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D Source Term ID Term Name Pag; (query.1)

1 GO:MF G0:0001010 RNA polymerase Il sequence-specific DNA-bin. 4.995x10°2

P2RY2

csFIR” sree2 LOS 7 genes compartidos en los
@ 4 genes que se encuentran down
~Nal regulados en crénicos y negativos

TMER TS wes DO presentan ninguna relacién o

Figura 36. A: Analisis de enriquecimiento funcional de los 7 DEGs “DOWN”
compartidos entre los PBMCS sin infectar (0 hora) y la primera hora de
infeccion por T. gondii (gProfiler). 1: Principales procesos enriquecidos. GO:
BP Ontologia de genes : Procesos Biologicos. GO:MF Ontologia de genes
Funcién molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto.
REAC: Reactoma. TF: Web Server Transfactor para evaluacion de motivos de
unién a factores de transcripcion. B: Analisis de enriquecimiento de la
interaccion Proteina — Proteina realizada en el servidor STRING (indice:0.4)
de los 7 DEGs DOWN compartidos en PBMCS cronicos y negativos para T.
gondii, la comparacion ocurre entre las 0 hor (sin infectar) y la 1 hora post-
infeccion.
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6.5.4 Los DEGs antagdnicos son relevantes en la primera hora de la

interaccion de T. gondii-PBMCs-h pero no en la sexta hpi.

El comportamiento antagonico de los genes hace referencia a aquellos genes
que bajo las mismas condiciones experimentales (incluido el estimulo) y que
tan solo cambiando una variable del experimento puedan presentan de
manera opuesta un perfil de expresion diferencial, en este trabajo se evalué la
presencia de estos genes asumiendo el cambio en una variable, la condicion
CRO (lgG+) o NEG (IgG-) de los PBMCs-h, ver resumen figura 37. Bajo
esta logica experimental se evalu6 la posibilidad de encontrar un
comportamiento antagonico en la interaccion entre PBMCs humanos y T.
gondii, se comparo la primera dinamica de tiempo evaluado en este trabajo (0
vs 1hpi), tomando como base los 94 DEGs sobre expresados de PBMCs
cronicos (UP) y se compararon frente a los 47 DEGs expresados a la baja en
NEG (DOWN), ver Figura 39. Los resultados de esta comparacion muestran
un total de 17 DEGs que se sobre expresan en la condicion CRO y esta
expresados a la baja en NEG en la primera hora de interaccion con T. gondii
(TNIP3, KCNJ2, CXCL1, IL10, TNFAIP6, CCL20, CCL4L1, CXCL3, PTXS3,
ACOD1, IL6, MIR155HG, GJB2, IL1A, MIR3945HG, SIGLEC12 y LIF), ver
Tabla 8. Posteriormente se realizé el analisis de enriquecimiento de estos 17
DEGs antagonicos y se encontré que al menos 14 de ellos se encuentran muy
relacionados en el proceso de regulacion de la respuesta inflamatoria, siendo
muchas de ellas citoquinas y quimiocinas muy conocidas por participar de
manera directa en este proceso bioldgico, tal como es el caso de laIL10 o la
CXCLA1, ver Figura 40. El mismo tipo de analisis fue realizado, pero con los
grupos de DEGs invertidos respecto al descrito anteriormente, se tomaron
los74 DEGs sobre expresados de PBMCs negativos (UP) frente a los 103
DEGs expresados a la bajaen CRO (DOWN) en la primera hora de interaccion,

ver Figura 41. Los resultados mostraron solo 4 DEGs antagonicos (VCAN,
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FGL2, PECAM1, THBD), bajo estos parametros de comparacion, ver Tabla 9.
Al realizar los analisis de enriquecimiento biologico, se encontré que las 4
moléculas son parte de una misma categoria, denominada “moléculas de
adhesion” (CAMs), Figura 42A, y que ademas son todas glicoproteinas que
participan en “sefializacion celular”, ver Figura 42B. De manera interesante,
los mismos analisis realizados en el tiempo Oh vs 6 y solamente arrojaron 1
gen antagonico (NCS1), ver anexo 14, resumen figura 38.

Toxo IgG = 0 horas 0 horas TOXO IgG +
Toxo IgG- Toxo IgG+
Ohvs1 hpi Ohvs1 hpi
121 DEGs h 98 DEGsh &

Control: PBMCs Sin estimular v

\ Control: PBMCs Sin estimular

<
DOWN DOWN UP . - gondlifH

Toxo 1gG +1 Ay}
][ ] E- Y

qunleN

4 17 14 de ellos se encuentran
Lacinnad )

4 r a altamente relacionados en el
sefalizacién celular proceso de regulacion de la
respuesta inflamatoria (rojo).

Genes Antagoénicos

P

e WW%NW @ g
@ ‘[ it @
\ . R ¢ sistema ‘ @ Q
@ Rojo: extracelular pivote por TF- caz UM @ e
AN Azul: sefializacion celular NFKB? A @ ‘ /@ )
“\__,., Verde: Glicoproteinas : « | \J g
L o 9 @

Figura 37. Resumen del Analisis de RNA-seq de DEGs Antagoénicos O0h vs
1 hpi en PBMCs-humanos infectados con T. gondii RH en MEexSs
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Toxo IgG - 0 horas 0 horas Toxo IgG +

Toxo IgG+

Control: PBMCs Sin estimular |

Toxo IgG-

‘ Control: PBMCs Sin estimular

' &
T gondnkn
oo 165 DEGs cornunes SN 14
up DOWN DOWN up
[ (5] |
0 1
]Genes Antagoénicos l
2195 DEGs h 2662 DEGs h A
T gondi Ohvs6 hpl l Ohvs6 hpi '
- T. gondii RH
i‘%’ Toxo IgG - NCS1, sensor de e | 6h
~ 6h calcio, que no ha

sido relacionado
con infecciosas

Figura 38. Resumen del Analisis de RNA-seq DEGs Antagénicos 0h vs 6hpi
en PBMCs-h infectados con T. gondii RH en MEexSs

UpCro01

DownNeO1

Figura 39. A: Diagramas de Venn de los (DEGs) antagdnicos (sobre
expresados UP en crénicos y expresados a la baja DOWN en negativos) al
comparar PBMCs sin estimular (tiempo 0) versus estimulados a la 1 hora pi.
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(Foldchange = 2). En la interseccién del diagrama se observan los17 DEGs

antagonicos.

Tabla 8. Lista de genes antagodnicos 1: (diferencialmente expresados (UP) en

Crénicos y expresados a la baja (DOWN) en PBMCs negativos al ser

infectados con T. gondii en un modelo ex vivo, durante la primera hora de

infeccion. En rojo se resaltan los genes que son antagonicos.

Names total
DownNeg01 17
UP cro01

UP cro01 77

DownNeg01 31

elements

TNIP3 KCNJ2 CXCL1 IL10 TNFAIP6 CCL20 CCLA4L1
CXCL3 PTX3 ACOD1 IL6 MIR155 MIR155HG GJB2
IL1A MIR3945HG SIGLEC12 LIF

CCL22 DPM2 PDE4DIP CSF3 GPNMB C110rf96
EREG E2F7 KDM7A-DT MT1E HOMER1 KANK1
PSAT1 GIMAP4 ADCY9 HSPA6 RRAD TNS1
SLC22A1 TRAF1 CCL3L1 LRRC6 GRB10 MT1F
PTGS2 CDCA4 MFSD2A DYRK3 MMP14 LOC400499
HLA-DRA BATF GIMAP6 CCL17 SAV1 CACNA1G
IL23A CXCL2 ABCA6 FAM71F2 DOCK4 DRAM1
NKD1 NFKBIZ,NXPE3 LOC105369890 TNFAIP8
HEY1 GEM HLA-DRB3 LOC105369313 MYC CNR1
SYNPO2 CAMSAP2 KLHL21 PGAP1 GRK4 GIMAP7
MT1X NOG SFR1 MT2A GPR15 CSF2 GIMAP8
SLC30A1 CMSS1 APOE CCRL2 GIMAP1,GIMAP1-
GIMAPS,GIMAPS SPSB1 HAVCR1 ITGAV BTBD11
HLA-DMB MIR146A,MIR3142HG GATM

VDR ZNF467 gene AVPI1 CD86 SLC37A2 C5AR1
TNFRSF12A SERPINE1 RGS12 DNAJB5 CEBPD
HMOX1 CDCP1 TMEM170B SIRPB2 NLRC4 P2RY2
CHAC1 LRRC25 DNMBP INAFM2 DAGLA DGAT2
CSF1R KCNJ15 ARAP3 TGFBI KLF4 FAM214B
NLRP12



COMP

Total

elements

NEG_DOWN
Vs
CRO_UP

17

KCNJ2
TNIP3
CXCL1
IL10
TNFAIP6
CcCL20
CcCLaLl
CXCL3
PTX3
L6
ACOD1
MIR155
GJB2
IL1A
MIR3945HG
SIGLEC12
LIF
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17 genes estdn “DOWN” en NEG RHO1 Y estdn “UP” EN CRO RHO1

5 10
(0]} L
é ¢ ¢
e 8 12
[-8
: ° : 12
. { i
Oge Go,

1 GO:BP GO:0006954 1.297x10°%°
2 GO:MF G0:0005125 1.228x10°
3 GO:MF 60:0005126 5.501x10°0
a GO:BP G0:0002237 9.017x10°
5 GO:BP G0:0032496 5.322x10°
6 Go:8p 60:0051707 2.411x10
7 Go:8p 60:0009617 1.301x107
8 Go:8P 60:0006952 1.354x10°¢
9 Go:8P 60:0071219 7.753x10
10 KEGG KEGG:04060 8.851x10°°
n REAC REAC:R-HSA-6. 3.569x10*
2 REAC REAC:R-HSA-6 2.979x10°
13 wp WP:WP530 9.900x10"%
14 wpP WP:WP4754 1.679x10°
15 wp WP:WP4495 IL-10 Anti-inflammatory Signaling Pathway 1.026x104

Figura 40. Analisis de enriquecimiento funcional de los (DEGs) antagonicos

(sobre expresados UP en crénicos y expresados a la baja DOWN en

negativos) al comparar PBMCs sin estimular (tiempo 0) versus estimulados a

la 1 hora pi (gProfiler). 1-15: Principales procesos enriquecidos. GO:BP

Ontologia de genes: Procesos Bioldgicos. GO:MF Ontologia de genes Funcion

molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto. REAC:

Reactoma. TF: Web Server Transfactor para evaluacion de motivos de union

a factores de transcripcion. B: Analisis de enriquecimiento de la interaccion

Proteina — Proteina realizada en el servidor STRING (indice:0.4, azul y violeta:

evidencia experimental, verde, roja y azul cian: interaccion predictiva, amarillo,

azul oscuro y negro: otras interacciones) de los (17) DEGs antagonicos.
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UP_Neg0

DOWN_Cro01

Figura 41. Diagramas de Venn de los (DEGs) antagonicos (sobre expresados
UP en PBMCs negativos y expresados a la baja DOWN en Crénicos) al
comparar PBMCs sin estimular (tiempo 0) versus estimulados a la 1 hora pi.
(Foldchange = 2). En la interseccon del diagrama se observan los4 DEGs

antagonicos.

Tabla 9. Lista de genes antagonicos diferencialmente expresados UP en
Negativos y expresados a la baja DOWN en PBMCs Crénicos al ser infectados
con T. gondii en un modelo ex vivo, durante la primera hora de infeccion. En

rojo se resaltan los genes que son antagoénicos.

Names Total elements

DOWN_CRO 014  VCAN FGL2 PECAM1 THBD
vs UP_NEG_01



UP_NEG 01 70

DOWN_NEG_0199
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IL1RL2 C110rf96 EREG RIN2 KANK1 DOK3 CSF1 CD101
EDN1 F3 TNS1 RASD2 GBP1 MIR146A RNF144B FFAR2
PLAU ITGB8 CCL23 PTAFR RAPGEF2 TNFSF15 FLT1
ZC3H12A MFSD2A GO0S2 IL23A EGR2 ADORA2A NFKBIZ,
NXPE3 CCR2 PSPHP1 ICAM1 MYC MARCKS SOCS3
ZC3H12C SLAMF1 LOC100128059 PDGFB NLRP3 ETS2
CXCL5 EIF1B LOC100294336 ABL2 INHBA CCL3P1 CD274
EGR3 CYP2S1 LOC107987373 ST3GAL6 CCL2 TRIP10
ZNF503 TJP2 HCAR3 BATF EGR1 SAV1 RIPK2 CXCL2
DRAM1 HLX BCL2A1 KANSL1 IL18 SFR1 CCRL2

LCN2 DEFA3 CAMP FAM111A  ARHGAP19,SLIT1
TNFSF13B RIPOR2 GLT1D1 SORT1 FIG4 CLEC12B
TRABD2A ALDH3B1 CD163 HRH2 HLA-C CEBPD CEP85L
SIRPB2 MYOF CRTC3 HK2 MTM1 TNFSF8 ERG ATP8B4
MARCHF1 R3HDM2 GAS7 BPI LOC105370259 SSH2
CSF1R CD1D PRAM1 IQSEC1 HLA-B MPO CDA LRRK2 A°
TLR8 CCR1 PGLYRP1 NACC2 ZNF467 CYBB MMP8 AK5
CD33 SCIMP SLC24A4 CPPED1 THEMIS2 SLC11A1
RALGPS2 CD177 JAK2 LINC00926 CDC14A MPEG1
DAPK1 RNF144A PYGL CTSG TXK FYB1 LRP1 MRTFB
NOD1 OLFM4 NFAM1 TMEM170B TTBK2 TMEM176B
LILRA6 CACNA1lI NCF1 PTPN6 PLXNB2 RUFY3 P2RY2
HDAC9 BST1 TMEM131L CEP152 CR1 FGD2 ITGA6 UCP2
FLT3 SIGLEC1 CYTH4 ZFP90 MEGF9 LOC101929819
KLF4 GZF1 CCDC144A

4 genes estdn “DOWN” en CRO RHO1 Y estén “UP” EN NEG RHO1
PECAM1

VCAN

THBD @

Rojo: extracelular
o Azul:sefializacion celular

LN A L -Gli i
o Hio e e S oy o - Verde:Glicoproteinas

FGL2
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Figura 42. Analisis de enriquecimiento funcional de los (DEGs) antagonicos
(sobre expresados UP en negativos y expresados a la baja DOWN en
Crénicos) al comparar PBMCs sin estimular (tiempo 0) versus estimulados a
la 1 hora pi (gProfiler). 1: Principales procesos enriquecidos. GO:BP
Ontologia de genes: Procesos Bioldgicos. GO:MF Ontologia de genes Funcion
molecular. KEEG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto. REAC:
Reactoma. TF: Web Server Transfactor para evaluacion de motivos de union
a factores de transcripcion. B: Analisis de enriquecimiento de la interaccion
Proteina — Proteina realizada en el servidor STRING (indice:0.4, azul y violeta:
evidencia experimental, verde, roja y azul cian: interaccion predictiva, amarillo,

azul oscuro y negro: otras interacciones) de los (4) DEGs antagoénicos.

6.5.5 El factor de transcripcion NFKB humano se presenta como el factor
de transcripcién con mayor relacion a la respuesta diferenciada en la
primera hora de interaccion entre PBMCs humanos y T. gondii en

condiciones ex vivo.

Una vez establecido los DEGs antagénicos en cada uno de los grupos de
PBMCs humanos al ser infectados por T. gondii en la primera hora de
interaccidn, se quiso evaluar la posibilidad de que estos genes antagonicos
tuvieran alguna relacion con la presencia de factores de transcripcion
asociados a su comportamiento de sobre expresion o de expresién a la baja.
Los analisis de enriquecimiento asociados a factores de transcripcion
evidenciaron que en el caso de los 17 DEGs antagonicos UP en CRO y DOWN
en NEG 6 de estos genes (TNIP3, CXCL1, IL10, CCL20, IL6, IL1A) tienen en
comun que son regulados por los factores de transcripcion NKFB1 y RELA,
ver Figura 43. Estos dos factores de transcripcion son importantes
precursores del factor de transcripcion NFKB, el cual también de manera
interesante se presentd sobre expresado en CRO y no en NEG en el tiempo 0
vs 1 hpi. Por otra parte, en el enriquecimiento asociados a factores de
transcripcion en los 4 DEGs antagonicos UP en NEG, DOWN en CRO,
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mostraron una asociacion de dos genes (THBD y FGL2) con el factor de

transcripcion Sp1, ver Figura 44.

x Enriched Terms

IL10
IL6
CXCL1

CCL20

IL1A

LIF

Input Genes

TNIP3

TNFAIP6 I I

Figura 43. Analisis de enriquecimiento de factores de transcripcion de los 17
DEGs antagonicos (UP en CRO y DOWN en NEG) presentes en la primera
hora de interaccion entre T. gondii y PBMCs humanos. Input Genes: Lista de
genes antagonicos. Enrich Terms: Factores de transcripcion asociados a los

genes antagodnicos.
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—_— Enriched Terms

THBD

FGL2

PECAMA1

Input Genes

VCAN

Figura 44. Analisis de enriquecimiento de factores de transcripcion de los 4
DEGs antagonicos (UP en NEG y DOWN en CRO) presentes en la primera
hora de interaccion entre T. gondii y PBMCs humanos. Input Genes: Lista de
genes antagonicos. Enrich Terms: Factores de transcripcion asociados a los

genes antagoénicos.

6.5.6 El ciclo celular es la categoria con mas diferencias en la sexta hora
de interacciéon entre T. gondii y los PBMCs humanos, la biogénesis de
ribosomas y una alta actividad mitocondrial son perfiles dominantes

comunes en esta dinamica de comparacion

Los analisis de enriquecimiento biolégico de todo el set completo de genes
diferencialmente expresados tanto de DEGs DOWN y DEGs UP fue llevado a
cabo para evidenciar los procesos biologicos mas enriquecidos en la sexta
hora de interaccion entre T. gondii y los PBMCs humanos. Respecto a los
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DEGs expresados DOWN (1294 en CRO y 1928 en NEG) los analisis de
enriquecimiento muestran que en NEG sigue presentandose categorias mas
generalizadas tales como “respuesta a estimulos externos y respuesta inmune
innata”, ver Figura 45A. Por otro lado, en CRO los DEGs DOWN estan
relacionados con “sistema inmune” pero principalmente con procesos de
‘regulacion inmunologica”, ver Figura 45A. En cuanto a los resultados
relacionados a los DEGs sobre expresados (UP), se observo que tanto para
NEG como para CRO se presentaron unos perfiles dominantes UP similares
en relacion a las categorias de “Biogénesis de ribosomas” y “actividad

mitocondrial”, ver Figura 46B y 46B.

DEGs DOWN : 1298 NEG o vs 6 hpi DEGs DOWN: 937 NEG o vs 6 hpi

Rojo: Biogénesis de ribosomas
Verde: respuesta a citoquinas
Verde respuesta inmune

Café: Mitocondria

Amarillo: ciclo celular

Rojo: Procesos efectores inmunes
Verde: respuesta inmune innata
Azul: Respuesta estimulos

Figura 45. Analisis de enriquecimiento de interaccion Proteina—Proteina
realizada en el servidor STRING (indice:0.9) de los 937 DEGs UP en NEG y
los 1298 DEGs DOWN en NEG comparando la 0 y 6 hpi.
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DEGs DOWN : 1294 CRO o vs 6 hpi B DEGs UP : 1369 CRO o vs 6 hpi

Rojo: Procesos inmunes

Azul: Regulacién positiva sistema inmune
Rojo: Biogénesis de ribosomas
Azul: inaci duccién mif drial
Verde: organizacién Mitocondrial
Amarillo: Ciclo Celular

Figura 46. Analisis de enriquecimiento de interaccion Proteina—Proteina
realizada en el servidor STRING (indice:0.9) de los1369 DEGs UP en CRO y
los 1294 DOWN en CRO comparando la 0 y 6 hpi.

6.6. Aspectos generales de los genes diferencialmente expresados en

Toxoplasma gondii en la interacciéon con PBMCs-h en un modelo ex vivo

6.6.1. Toxoplasma gondii RH presenta perfiles de expresion totalmente
diferenciados y dependientes del tipo celular (Toxo- IgG+/CRO/ o Toxo
IgG- /NEG) en la interaccion con PBMCs-h en un modelo ex vivo

Para el caso de los DEGs presentes en Toxoplasma gondii presentamos unas
figuras integradoras que son un resumen del total de DEGs presentes en cada
condicion y cada tiempo (Figura 47) y los DEGs resultantes despues de
excluir las proteinas hipoteticas del parasito y mostrando que el perfil de
expresion de genes de T. gondii es dependiente de la condicion IgG+/- de los
PBMC-h en el modelo (Figura 48). Estos datos son detallados en los

siguientes apartados en relacion al parasito.
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Figura 47. Resumen del Analisis de RNA-seq, DEGs de T. gondii RH al
infectar PBMCs-h

Toxo 1gG - 0 horasx o Toxo IgG +

Ohvs1 hpi ’ ’ Ohvs1 hpi
699 DEGY / : T gond” RH Control: parasitos solos RH ' ........ \\12 DEGs h
5 — 7 ‘:

Oh vs 6 hpi
A\ 989 DEGs h

Figura 48. El perfil de expresion de genes de T. gondii es dependiente de la
condicién IgG+/- de los PBMC-h en el modelo MEexSs
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Tomando como primer punto de comparacion el numero de total de genes
diferencialmente expresados (DEGs) por parte de Toxoplasma gondii RH al
interactuar con PBMCs-h, se observé dos escenarios radicalmente diferentes.
En la primera hora de interaccibn se presentaron solo 12 genes
diferencialmente expresados por parte de T. gondii al interactuar con PBMCs-
h toxo-lgG+(CRO), numero excesivamente bajo si lo comparamos con los 699
genes diferencialmente expresados al interactuar con PBMCs toxo-IgG-
(NEG), ver Figura 49 A. El fenomeno de pocos DEGs en CRO vs cientos de
DEGs en NEG se repitio al comparar tanto el tiempo 1 vs 6 hpi (CRO: 66 DEGs
vs NEG: 428 DEGs), ver Figura 49 B, como al comparar el tiempo 0 vs 6
(CRO: 8 DEGs vs NEG: 989 DEGs), ver Figura 49 C. Debido a esta particular
diferencia, presentaré los resultados en dos apartados, el primero de ellos sera
relacionado solo a los enriquecimientos (cuando fue posible) de los pocos
DEGS en PBMCs CRO, y en un segundo apartado presentare los resultados
de los cientos de DEGs que se presentaron en T. gondii al interactuar con
PBMCs-h NEG.

CROTOXORHO1 NEG TOXO RHO1 CROTOXORH16 NEGTOXORH16 CROTOXORH06 NEGTOXO RHO06

Figura 49: Diagramas de Venn de los genes diferencialmente expresados
(DEGs) en T. gondii en la interaccion con PBMCs-h en condiciones ex vivo. A:
Comparacion de los DEGs de individuos Cronicos vs negativos, estimulados a
la 1 hora vs 0 hpi. B: Comparacion de los DEGs de individuos Cronicos vs
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negativos, estimulados a las 6 horas vs 1 hpi. C: Comparacion de los DEGs

de individuos Croénicos vs negativos, estimulados a las 6 horas vs 0 hpi.

6.6.2 Las proteinas hipotéticas representan un alto numero de DEGs
presentes en T. gondii en la interacciéon ex vivo con PBMCs-h y muchas
de ellas son potencialmente secretadas por el parasito

Al analizar los DEGs presentes en T. gondii RH en el modelo ex vivo de
interaccién con PBMCs-h, se encontré que en todas las condiciones donde se
presentaron DEGs, un alto numero de ellos, entre el 32% hasta el 67%
corresponden a “proteinas hipotéticas”, ver Tabla 10, anexo 16. Sin embargo,
el registro de tan alto numero de DEGs hipotéticas es sumamente relevante
en los analisis de expresion de genes en Toxoplasma, pues estamos
evidenciando que en los estudios de la interaccion hospedero parasito podrian
estar dejando de lado en algunas ocasiones hasta mas de la mitad de los
genes que esta potencialmente utilizando el parasito en la interaccion
hospedero-humano, pues de estos DEGs no tenemos casi ningun tipo de
informacion funcional. Lo anterior limita de manera considerable el analisis de
enriquecimiento funcional y en consecuencia estas proteinas hipotéticas
fueron eliminadas de las listas en los analisis de enriquecimiento posteriores.
A pesar de desconocer las funciones de las proteinas hipotéticas, en un
pequefo analisis de enriquecimiento sobre estos DEGs “hipotéticos” se
encontré que un porcentaje importante (superior al 20% en casi todos los
casos) de las proteinas hipotéticas presentan la caracteristica de péptido
sefal, sugiriendo que muchas de ellas son potencialmente secretadas por el
parasito, Tabla 10.



97

Tabla 10. Analisis de presencia de “proteinas hipotéticas” y presencia de

péptido sefal en la interaccion exvivo de Toxoplasma y PBMCs-h.

Presencia de una alta proporcién de proteinas “hipoteticas”
y con peptido sefal en los DEGs de Toxoplasma gondii

% peptido seial
Comparaciones TOTAL DEGs |Hypoteticas| % hyp en hyp
diff_cro-RHO1_DE_down 1 0 0.00 0
diff_cro-RHO1_DE_up 11 4 36 ll 25
diff_cro-RH06_DE_down 2 1 50 0
diff_cro-RH06_DE_up 6 4 67 25
diff_cro-RH16_DE_down 57 23 43 18
diff_cro-RH16_DE_up 9 3 33 33
diff_neg-RHO1_DE_down 392 222 57 20
diff_neg-RHO1_DE_up 308 163 52 32
diff_neg-RHO06_DE_down 482 301 62 22
diff_neg-RH06_DE_up 504 212 42 20
diff_neg-RH16_DE_down 187 99 52 25
diff_neg-RH16_DE_up 240 90 38 20

6.6.3 En el modelo ex vivo no se evidencian “hot spots” de infeccidén en
T. gondii al interactuar con PBMCs-h

Con el fin de determinar si existian regiones cromosomicas ricas en genes
(“hot spots”) relacionados con la respuesta a la infeccion de T. gondii a células
humanas en el modelo de infeccion ex vivo, se evalu6 la distribucion

cromosomica de cada uno de los DEGs presentados por T. gondii en cada uno
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de los tiempos analizados. Se encontré6 que los DEGs de Toxoplasma se
encuentran distribuidos a lo largo de todos los cromosomas y no fueron
detectados “hot spots” en ninguno de los tiempos ni condiciones evaluadas en

nuestro modelo de infeccion ex vivo. Anexo 17.

6. 7. DEGs de Toxoplasma gondii en PBMCs-h crénicos
O h vs 1 hpi

6.7.1. Rop8, Rop1 y Toxofilin son los principales DEGs sobre expresados
por T. gondii en la interaccion con PBMCs-h CRO en condiciones ex vivo
en la primera hpi

Dentro de los pocos DEGs (11) que Toxoplasma sobre-expreso (UP) en la
primera hora de interaccion con PBMCS-h CRO, ver tabla 11, no se encontr6
asociado ningun proceso particularmente enriquecido, sin embargo, al analizar
uno a uno los DEGs presentados en esta condicion, se puede resaltar la
presencia de algunos genes muy estudiados en relacién a los primeros
estadios del proceso de invasion, tales como Rop1, Rop8 y Toxofilina. En
cuanto a genes expresados a la baja (DOWN) no se presentd ningun gen
diferencialmente expresado en la primera hora de interaccion de T. gondii con
PBMCs-h crénicos.

Tabla 11. DEGs de Toxoplasma gondii RH sobre-expresados en la primera
hora de interaccion en PBMCs-h cronicos.

DEGs sobre expresados por el parasito en 0 vs 1 en CRO

gene log2(fold_change) Product Description

TGGT1_411470 1.46095 putative transmembrane protein
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TGGT1_356400 2.51252 cAMP-dependent protein kinase
TGGT1_209985 1.97755 cAMP-dependent protein kinase
TGGT1_214080 2.12247 toxofilin
TGGT1_215775 1.88209 rhoptry protein ROP8
TGGT1_309590 1.83907 rhoptry protein ROP1
TGGT1_249150 2.3997 PAN domain-containing protein

1 h vs 6 hpi

6.7.2. Pocos cambios son observados en el perfil de genes sobre-

expresados en T. gondii entre la primera y la sexta hora de interaccion

con PBMCs-h croénicos

En la dinamica de expresion entre la hora 1 y la hora 6 de la interaccion entre

T. gondii y PBMCs-h crénicos se evidenciaron solo 6 DEGs (PMA1, Rhoptry
kinase family protein, CDPK4, RPAC1, GDA1 y SRS49B) por parte de

Toxoplasma, ver tabla 12. En los analisis de enriquecimiento no se encontro

ningun proceso relacionado a estos DEGs. Al analizar uno a uno los genes

encontramos que hay 3 moléculas (PMA1, GDA1 y CDPK4) que han sido

relacionados al proceso de invasion , cambio de estadio y proliferacion en T.

gondii.
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Tabla 12. DEGs de T. gondii sobre expresados (UP) en la interaccion con

PBMCs-h crénicos en un modelo ex vivo.

gene log2(fold_change) Product Description

TGGT1_252640 2.18205 P-type ATPase PMA1
TGGT1_253330 2.61555 Rhoptry kinase family protein
TGGT1_237890 1.86099 calcium-dependent protein kinase CDPK4
TGGT1_267390 1.7964 DNA-directed RNA polymerase | RPAC1
TGGT1_225290 2.01217| GDA1/CD39 (nucleoside phosphatase) family protein
TGGT1 207140 3.15014 SAG-related sequence SRS49B

6.7.3. Proteinas provenientes del complejo apical son reguladas a la baja
entre la primera y la sexta hora de interaccion de T. gondii con PBMCs-h

cronicos

Se encontraron 34 DEGs en T. gondii entre la primera y la sexta hora de
interaccion ex vivo con PBMCs-h crénicos, ver anexo 18. En relacion con el
enriquecimiento de estos 34 genes, se evidencid que principalmente son
moléculas provenientes del complejo apical, muchas de ellas relacionadas al
proceso de invasion del parasito, entre las que se destacan varias proteinas
RON (RON 1, RON2, RON 5 y RONG) y varias de la familia de las proteinas
roptrias (ROP4, ROP5, ROP6, ROP7, ROP8, ROP11 y ROP40). También se
encontré un enriquecimiento relacionado a un grupo de proteinas (AP2X11,
AP2X5, AP2XII-9, AP2111-2 y AP2IV-4, ver Tabla 13, de una familia conocida
como AP2, proteinas muy importantes para la regulacion de la expresion

génica en Toxoplasma.
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Tabla 13. Principales proteinas asociadas a los DEGs expresados a la baja
(DOWN) en T. gondii entre la primera y la sexta hora de interaccion con
PBMCs-h crénicos.

Family proteins |gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_253380 -2.01461 AP2 domain transcription factor AP2I1I-2
TGGT1_318470 -2.79346 AP2 domain transcription factor AP2IV-4

Reguladores AP2 | TGGT1_237090 -1.78529 AP2 domain transcription factor AP2X-5
TGGT1_ 215570 -1.5687 AP2 domain transcription factor AP2X-11
TGGT1_ 251740 -1.86165 AP2 domain transcription factor AP2XII-9
TGGT1_363030 -2.12502 rhoptry protein ROP8
TGGT1_295110 -2.12262 rhoptry protein ROP7
TGGT1_411430 -2.021 rhoptry protein ROP5

ROPs TGGT1_291960 -2.21086 rhoptry kinase family protein ROP40 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_295125 -2.35018 rhoptry protein ROP4
TGGT1_258660 -1.7912 rhoptry protein ROP6
TGGT1_227810 -1.92977 rhoptry kinase family protein ROP11 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_215775 -2.11065 rhoptry protein ROP8
TGGT1_297960B -2.19935 rhoptry neck protein RON6
TGGT1_297960A -2.33013 rhoptry neck protein RON6
TGGT1_306060 -2.09957 rhoptry neck protein RON8
RONs TGGT1_223920 -2.46854 rhoptry neck protein RON3
TGGT1_310010 -1.54797 rhoptry neck protein RON1
TGGT1_311470 -2.05484 rhoptry neck protein RON5
TGGT1_300100 -2.44042 rhoptry neck protein RON2
0 h vs 6 hpi

6.7.4. Un escenario sorprendentemente inalterado en los DEGs de
Toxoplasma es el resultado de la comparacion entre la hora 0 y 6hpi en

la interaccion con PBMCs-h cronicos

La técnica de RNA-seq a través del numero de DEGs presentes en cada
interaccion puede explicar de cierta manera la posible afectacion de los
estimulos en la interaccion entre Toxoplasma y las células PBMCs. Sin
embargo al analizar los DEGs de Toxoplasma en la dinamica de comparacion
de la hora O frente a la hora 6 de interaccion con PBMCs-h crénicos el
resultado es sorprendente, pues tan solo se presentaron 8 DEGs entre los

cuales existian 5 hipotéticas, que al eliminarlos del analisis, nos dejé como
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resultado tan solo 3 DEGs: “1 en DOWN": MORN que pertenece a una familia
de proteinas asociadas a la gemacién de las células hijas de toxoplasma; y “2
en UP”: Toxoplasma gondii family A protein y RPABCA4, la primera sin ninguna
funcién descrita y la segunda una proteina inductora de transcripcion de DNA
a RNA.

6.8. DEGs de Toxoplasma gondii en PBMCs-h negativos
O h vs 1 hpi

6.8.1. Proteinas provenientes del complejo apical y proteinas de la familia
SRS son las principales moléculas sobre -expresadas por T. gondii en la

primera hora de interaccién con PBMCs-h negativos

Después de la eliminacion de los DEGs hipotéticos en esta hora de
comparacion quedaron un total de 145 DEGs sobre expresados en T. gondii
(ver anexo 19), evidenciando un importante enriquecimiento en genes en
genes provenientes de la parte apical de Toxoplasma, figura 50. Dentro de los
DEGs sobre expresados que provienen de dicho compartimento encontramos
proteinas del Micronema (MIC3 y MIC4) y proteinas provenientes de las
Roptrias (ROP8, ROP19A, ROP23, ROP31, ROP32 y tres (TGGT1_409600,
TGGT1_411360, TGGT1_308093) “rhoptry kinase family protein”), ver Tabla
14. Otro grupo de proteinas que estuvo muy bien representado en los DEGs
sobre- expresados por T. gondii fueron las proteinas pertenecientes a la familia
de las SRS con 14 en total (SRS22E, SRS13, SRS17A, SRS15C, SRS16B,
SRS16C, SRS38C, SRS44, SRS12B, SRS22C, SRS28, SRS55A, SRS55M,
SRS56), Tabla 14.
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Figura 50. Analisis de enriquecimiento de componente celular en los 145
DEGs sobre expresados por T. gondii en la interaccibn con PBMCs-h
negativos. Analisis de Ontologia de genes (Componente celular) realizado en

la plataforma ToxoDB.

Tabla 14. Principales familias de proteinas asociadas a los DEGs de T. gondii
en la interaccién con PBMCs-h negativos en la primera hora pi.

Family Proteins gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_232580 2.15871 propionate-CoA ligase
TGGT1_242240 1.60607 rhoptry kinase family protein ROP19A

ROPs TGGT1_ 215775 1.55157 rhoptry protein ROP8
TGGT1_239600 1.37199 rhoptry kinase family protein ROP23 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_258800 1.11821 rhoptry kinase family protein ROP31
TGGT1_270920 1.06033 rhoptry kinase family protein ROP32
TGGT1_238470 inf SAG-related sequence SRS22C
TGGT1 219348 3.08718 SAG-related sequence SRS55M
TGGT1_309300 2.65361 SAG-related sequence SRS55A
TGGT1 267150 2.24753 SAG-related sequence SRS38C
TGGT1_258550 2.09975 SAG-related sequence SRS28
TGGT1_264660 2.06293 SAG-related sequence SRS44

SRS TGGT1_319360 1.80305 SAG-related sequence SRS17A
TGGT1_321480 1.66418 SAG-related sequence SRS12B
TGGT1_ 222370 1.66273 SAG-related sequence SRS13
TGGT1_359770 1.50288 SAG-related sequence protein SRS22E
TGGT1_ 320230 1.47416 SAG-related sequence SRS15C
TGGT1_246070 1.37672 SAG-related sequence SRS56
TGGT1_320190 1.16169 SAG-related sequence SRS16B
TGGT1_320180 1.02431 SAG-related sequence SRS16C
TGGT1_244180 2.01491 microneme-like protein

MICs TGGT1_ 319560 1.45504 microneme protein MIC3
TGGT1_208030 1.28832 microneme protein MIC4

AMA1 TGGT1_ 300130 1.26988 apical membrane antigen 1 domain-containing protein
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6.8.2. Reguladores de transcripcion AP2 vy factores de transcripcion de
unién a ADN son los principales DEGs a la baja en T. gondii durante la
primera hora de interaccién con PBMCs-h negativos

Un total de 169 DEGs expresados a la baja (DOWN) fueron el resultado de la
eliminacién de los DEGs hipotéticos en esta hora de interaccion, anexo 20.
Los procesos mas enriquecidos relacionados a estos 169 DEGs corresponden
a la categoria “regulacion de la transcripcion” figura 51, presentandose 15
genes de la familia AP2 (AP2III-3, AP2IV-4, AP2IX-5, AP2IX-7, AP2IX-8,
AP2VIII-1, AP2VIII-2, AP2VIII-5, AP2Vlla-7, AP2X-2, AP2X-3, AP2X-5, AP2X-
1, AP2XII-2, AP2XI1-8) y 10 proteinas asociadas a factores de unién a DNA
(TGGT1_297780,TGGT1_319860,TGGT1_266390,TGGT1_293260,GGT1_2
07760,TGGT1_321450,TGGT1_209650B,TGGT1_243920,TGGT1268600,T
GGT1_226480), todo lo anterior relacionado con una baja actividad ribosomal,
Tabla 15. Dado que las proteinas provenientes de las Roptrias son
importantes factores de patogenicidad, se evalué la posible presencia de
algunos de estos factores en este grupo de 169 DEGs, sin embargo, no se
encontro ni un solo gen de esta familia dentro de los DEGs expresados a la
baja en T. gondii en la primera hora de interaccion.
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Figura 51. Analisis de enriquecimiento de componente celular en los 169
DEGs expresados a la baja por T. gondii en la interaccion con PBMCs-h
negativos. Analisis de Ontologia de genes (Funcion Molecular) realizado en la

plataforma ToxoDB.
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Tabla 15. DEGs expresados a la baja en T. gondii que son relacionados a la
categoria “regulacion de la transcripcion” en la primera hora de interaccion con

PBMCs-negativos en un modelo ex vivo.

Princi ilias de proteina i a los DEGs expresados a la baja_en T.gondi al interactuar con PBMCs-h negativos
Family proteins gene log2(fold_change) product description
TGGT1_ 217700 -1.77282 AP2 domain transcription factor AP2XII-2
TGGT1 233120 -1.69116 AP2 domain transcription factor AP2VIII-2
TGGT1_229370 -1.68385 AP2 domain transcription factor AP2VIII-1
TGGT1_250800 -1.68257 AP2 domain transcription factor AP2XII-8
TGGT1_227900 -1.62434 AP2 domain transcription factor AP2X-1
TGGT1_202490 -1.59225 AP2 domain transcription factor AP2Vila-7
TGGT1_230150 -1.54837 ChAPs (Chs5p-Arflp-binding proteins) protein
TGGT1_224230 -1.417 AP2 domain transcription factor AP2X-3
AP2 reguladores TGGT1_ 299150 -1.41248 AP2 domain transcription factor AP2111-3
TGGT1_290630 -1.36487 AP2 domain transcription factor AP21X-7
TGGT1 289710 -1.3324 AP2 domain transcription factor AP2IX-5
TGGT1_ 318470 -1.2989 AP2 domain transcription factor AP2IV-4.
TGGT1 225110 -1.21876 AP2 domain transcription factor AP2X-2
TGGT1_306000 -1.1903 AP2 domain transcription factor AP2IX-8
TGGT1 312570 -1.14676 CMGC kinase, MAPK family (ERK) MAPK-1
TGGT1_271200 -1.14501 AP2 domain transcription factor AP2VIII-5
TGGT1_237090 -1.08589 AP2 domain transcription factor AP2X-5
TGGT1_226480 -1.57177 DNA topoisomerase family protein
TGGT1_ 2096508 -1.55705 RNA-directed DNA polymerase
TGGT1_207760 -1.5316 DnaJ C terminal region domain-containing protein
TGGT1_268600 -1.51256 DNA polymerase epsilon subunit B protein
ELA TGGT1_ 319860 -1.39305 DNA polymerase family B protein
TGGT1_321450 -1.38423 Myb family DNA-binding domain-containing protein
TGGT1 266390 -1.32967 DNA mismatch repair protein, C-terminal domain-containing protein
TGGT1_293260 -1.18738 ATPase/histidine kinase/DNA gyrase B/HSP90 domain-containing protein
TGGT1 243920 -1.04056 putative DNA replication licensing factor MCMS5.
TGGT1_297780 -1.00836 ATPase/histidine kinase/DNA gyrase B/HSP90 domain-containing protein
TGGT1_ 219100 -1.69193 cyclin-dependent kinase regulatory subunit protei
TGGT1_209130 -1.52487 regulator of chromosome condensation (RCC1) repeat-containing protein
TGGT1_280770 -1.38523 regulator of chromosome condensation (RCC1) repeat-containing protein
TGGT1_ 313570 -1.18424 regulator of chromosome condensation (RCC1) repeat-containing protein
TGGT1_218850 -1.91121 ribosomal protein RPS9
TGGT1_216740A -1.66967 riboflavin kinase
TGGT1_309120 -1.62038 ribosomal protein RPL4
TGGT1 266070 -1.29171 ribosomal protein RPL31
TGGT1_320620 -1.27155 queuine tRNA ribosyl transferase
TGGT1_ 312090 -1.22487 ribosomal protein RPL23
TGGT1_248480 -1.22398 ribosomal protein RPS9
TGGT1 231080 -1.18116 ribosomal protein RPL38
TGGT1_300190 -1.18101 ribosomal protein RPL37A
TGGT1_300000 -1.17764 ribosomal protein RPL18
TGGT1_245680 -1.14653 ribosomal protein RPL21
TGGT1_246000 -1.13838 large subunit ribosomal protein IMG2
TGGT1_243570 -1.05956 ribosomal protein RPS26
TGGT1_288720 -1.05851 ribosomal protein RPL10
TGGT1_309820 -1.02077 ribosomal protein RPL11

1 h vs 6 hpi

6.8.3. El metabolismo de Piruvato y la replicacion de ADN son los
procesos principalmente enriquecidos en los DEGs sobre-expresados en
T. gondii entre la primera y la sexta hora de interaccion con PBMCs-h

negativos

Los analisis de enriquecimiento de los 150 DEGs (ver anexo) que Toxoplasma
sobre expreso (UP) en la interaccion con PBMCs-h negativos entre la primera
y la sexta hpi, ver Anexo 21, mostré multiples procesos enriquecidos, entre
ellos se destacan varios procesos metabodlicos relacionados con el
metabolismo de azucares, sin embargo, el principal proceso enriquecido fue el

‘metabolismo de Piruvato”, ver figura 52A, Anexo 22. Otro proceso
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importante que esta altamente enriquecido en este contexto en T. gondii es la
replicacion de ADN, ver figura 52B, Anexo 23.
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Figura 52. A: Analisis de enriquecimiento metabdlico en los 150 DEGs sobre-
expresados en T. gondii al interactuar con PBMCs-h negativos entre la primera
y la sexta hora. B: Analisis de enriquecimiento de procesos biologicos en los
150 DEGs sobre expresados en T. gondii al interactuar con PBMCs-h
negativos entre la primera y la sexta hora. Analisis de Ontologia de genes
(Funcién Molecular) realizado en la plataforma ToxoDB.

6.8.4. Proteinas provenientes del complejo apical (ROPs y RONs) son las
principales moléculas que sufren una expresion a la baja en T. gondii

cuando interactua con PBMCs-h negativos entre la primera y sexta hora

Cuando comparamos la primera y la sexta hora de interaccion de parasito con
PBMCs-h negativos, se obtuvieron 88 DEGs expresados a la baja en T. gondii,
ver Anexo 24. EL analisis de enriqguecimiento de estos 88 DEGs mostr6 un

dominante enriquecimiento (21/88) en la categoria de “Complejo apical’
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(“apical part of cell”), ver Figura 51, anexo 25. Dentro de las 21 moléculas se
destacan varias proteinas ROPs (ROP1, ROP4, ROP5, ROP6, ROP7, ROPS,
ROP11, ROP12, ROP14, ROP15, ROP18 y ROP40), varias proteinas RONs
(RON1, RON2, RON3, RON5, RONG, RON8 y RON9) y también la presencia
de proteinas importantes en la invasion del parasito provenientes del complejo

apical como Toxolisina, la proteina MIC 8 y la alveolina. Anexo 24.
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Figura 53. Analisis de enriquecimiento de los 88 DEGs a la baja en T. gondii
al interactuar con PBMCs-h entre la primera y la sexta hora. Analisis de

Ontologia de genes (componente celular) realizado en la plataforma ToxoDB.
0 vs 6 hpi

6.8.5. Un escenario altamente diverso en procesos de sintesis es lo que
se relaciona con los DEGs que T. gondii sobre expresa en la interaccion
con PBMCs-h negativos entre la hora 0 y la hora 6 en nuestro modelo ex

vivo

En este tiempo de comparacién se presentaron 292 DEGs sobre expresados
por parte de T. gondii en la interaccion con PBMCs-h negativos, ver anexo 26.
El primer aspecto a resaltar es la alta presencia de proteinas putativas
(proteinas que se les ha asignado una posible funcién en las bases de datos,
sin embargo, dicha funcion no ha sido probada) con un total de 45, ver anexo
27. El otro aspecto a resaltar de manera general es el escenario tan diverso
en procesos metabdlicos y de sintesis celular a los que estan asociados los
292 DEGs de toxoplasma, ver Figura 54. Particularmente se encontré un

enriquecimiento del metabolismo de piruvato y la sintesis de acidos grasos,
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entre muchos otros, ver Figura 54. A nivel de enriquecimiento de
compartimentacion, se encontré que un enriquecimiento importante en el
“Apicoplasto” y en el “complejo prefolding”, ver Figura 55. Se pudo establecer
otros procesos que parecen tener un enriquecimiento relevante de acuerdo al
numero de DEGs asociados, categorias como: “proteinas SRS” con 21 DEGs;”
moléculas asociadas a ADN” con 15 DEGs y la categoria de “sintesis de folato”
con 7 DEGs, anexo 28. Como dato interesante fueron muy pocas las
proteinas provenientes del complejo apical que estuvieron sobre expresadas
en esta comparacion, entre las pocas se destacan 4 proteinas ROPs (ROP23,
ROP26, ROP31 Y ROP39), una proteina proveniente de los granulos densos,

GRAZ3 y la proteina Antigeno apical de superficie conocida como AMA1.
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Figura 54. Analisis de enriquecimiento metabdlico de los 293 DEGs sobre

expresados en T. gondii en la interaccion con PBMCs negativos en la hora 0
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vs la hora 6. Analisis de Ontologia de genes (Funcién Molecular) realizado en
la plataforma ToxoDB.
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Figura 55. Analisis de enriquecimiento de componente celular de los 293
DEGs sobre expresados en T. gondii en la interaccion con PBMCs negativos
en la hora 0 vs la hora 6. Analisis de Ontologia de genes (componente celular)
realizado en la plataforma ToxoDB.

6.8.6. Proteinas Alveolinas (Inner Membrane Complex IMC) y proteinas
provenientes del complejo apical (ROPs y RON) son diferencialmente
expresadas a la baja en T. gondii cuando comparamos la 0 y la sexta hora
de interaccion con PBMCs-h negativos

Los analisis de enriquecimiento de las 182 DEGs a la baja presentes durante
la interaccion de T. gondii con PBMCs-h negativos, Anexo 29, muestran estar
relacionados de manera predominante con proteinas de la familia Alveolinas-
IMC ( IMC1, IMC3, IMC6, IMC8, IMC9 y IMC15), Anexo 30, y otro grupo
importante de proteinas provenientes del complejo apical, ver Figura 56, entre
las que se destacan ROPs (ROP1, ROP4, ROP5, ROP6, ROP8, ROP11,
ROP12, ROP14 y ROP40) y proteinas RONs (RON1, RON2, RON3, RONS5,
RONG6, RON8 y RON9), ver Anexo 30.
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Figura 56. Analisis de enriquecimiento de los 182 DEGs presentes en T. gondii
durante la interaccion con PBMCs-h negativos en un modelo ex vivo. Analisis

de Ontologia de genes realizado en la plataforma ToxoDB.
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7. DISCUSION

Los PBMCs-h como modelo de estudio ex vivo sin suplementos
(MeExSs) en T. gondii

En la presente investigacidn, evaluamos algunos aspectos técnicos vy
metodologicos muy importantes que nos permitieron establecer un modelo de
estudio ex vivo sin suplementos (sin suero fetal bovino y/o antibi6ticos)
(MeExSs) para la investigacion de la interaccion hospedero-parasito entre
PBMCs humanos y taquizoitos de Toxoplasma gondii. Frecuentemente no es
posible trabajar con PBMCs humanos recién aislados (103), sin embargo, en
los casos en que se puede acceder a una muestra reciente y fresca, es
fundamental estandarizar las condiciones minimas de cultivo (115),
especialmente si existe la necesidad sentida de hacer comparables los
estudios inmunologicos entre si (84). En este proyecto de investigacion,
proponemos el MeExSs en PBMCs-h como un modelo adecuado para el
desarrollo de investigaciones relacionadas con las primeras etapas en la
interaccidén humano-Toxoplasma. Hasta donde sabemos, es la primera vez
que se describe el comportamiento de los PBMCs humanos sin ningun tipo de
suplementos de cultivo celular. Dentro de los hallazgos relevantes,
encontramos que 24 horas es un tiempo adecuado para desarrollar un modelo
ex vivo utilizando PBMC humanas sin ningun suplemento, sin crio-
preservacion y obteniendo una viabilidad celular superior al 80%. Previamente
se han descrito diversos estudios relacionados con la interaccion entre T.
gondii y diferentes tipos de células humanas (130,131), incluyendo PBMCs
humanas (88,93,94,112,132,133), sin embargo, ninguno de ellos se realiz6
con condiciones de cultivo no suplementado ex vivo. Por lo general, la mayoria
de estos estudios utilizaron PBMCs humanas crio-preservadas, y
precisamente este fue uno de los aspectos que el modelo quiso evitar, pues
recientemente se ha demostrado que la crio-preservacion de PBMCs altera
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drasticamente la expresion de los genes de este tipo de células (107). Con
frecuencia también se utiliza suero fetal bovino para mantener el cultivo celular
en el tiempo, sin embargo, al igual que con la crio-preservacion, recientemente
se ha demostrado que el uso de Suero fetal bovino (SFB) también afecta
dramaticamente la expresion génica (134). En consecuencia, este fue otro reto
metodologico que se considerd evitar en el modelo en aras de hacer
comparables los resultados experimentales, especialmente si el interés estaba
relacionado con RNA-seq, donde el principal objetivo es observar la expresion
diferencial de genes. Generalmente unas células pueden durar entre 5 a 10
dias en cultivos suplementados, sin embargo nuestros resultados mostraron
qgue existe un impacto importante en la viabilidad de las PBMC si no se utiliza
suero fetal bovino en condiciones de cultivo ex vivo, mostrando una reduccion
significativa de la viabilidad celular, cercana al 40% desde el dia 3, estos
resultados son menores en comparaciéon con los experimentos con PBMC
humanas donde se ha utilizado el SFB como suplemento y se ha observado
una viabilidad celular después de 5 dias (85). Nuestros datos indican que las
células HFF parecen un modelo mas adecuado para replicacion de T. gondii
en comparacion con las PBMC humanas, sin embargo, nosotros demostramos
que en MeExSs la infeccién de las PBMCs humanas por T. gondii se produjo
desde la primera hpi de una manera dosis dependiente, similar a lo informado
por Chanon et al. (132).

Las PBMC humanas estan constituidas por varios tipos de células inmunes
que incluyen monocitos, células T, células NK, entre otras. No se observaron
diferencias en la viabilidad entre las subpoblaciones de PBMCs en los 5 dias
de seguimiento, correspondiendo la mayor proporcion de células a linfocitos,
con porcentajes de hasta el 85%, similar a lo reportado en un estudio anterior
(135). Esto muestra que, aunque la viabilidad de las PBMC humanas en

MeExSs disminuy6 durante los 5 dias de evaluacién, siendo mas critico a partir
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del dia 3, las subpoblaciones celulares se ven afectadas proporcionalmente

de la misma manera a lo largo del tiempo.

Dado que la infeccién por T. gondii en humanos es fundamentalmente
diferente a la de ratones, es necesario profundizar en modelos humanos
existentes, como los PBMCs humanos. Aqui exploramos el posible efecto
inmunomodulador de los PBMC-h (células inmunes especializadas), sobre
células HFF (sin especializacion inmune) infectadas con T. gondii. Se
encontraron resultados interesantes, que sugiere un posible efecto modulador
de las células inmunes de memoria, ya que se observo una disminucion de la
fluorescencia en las células HFF infectadas después de colocar PBMC de
individuos crénicos 24 hpi en comparacion con el tratamiento con PBMC de
individuos seronegativos 24hpi. Dado que era un ensayo exploratorio, y no se
midieron citoquinas, un proceso inmunolégico que podria explicar nuestras
diferencias en un posible efecto inmunomodulador de las PBMC humanas
cronicas sobre las células HFF infectadas con T. gondii, podria estar
relacionado con las actividades de las citocinas, especialmente el efecto
Interferon-gamma (IFN-y). Se ha demostrado ampliamente que el IFN-y
gamma es una de las citocinas mas importantes para controlar la infeccién del
parasito (136). Recientemente, nuestro grupo de investigacion demostro que
las PBMC humanas crénicas (Toxo IgG-positivas) estimuladas con RH T.
gondii expresan mas niveles de IFN-y en comparacion con las PBMC humanas
negativas (Toxo IgG-negativas) 24 horas después de la infeccion (137)., De la
misma manera, otros investigadores habian demostrado que la muerte celular
inducida por IFN-y y la salida temprana limita la replicacion de T. gondii en las
HFF y podria promover la eliminacién del parasito por las células inmunes
(138). Basado en el efecto diferencial entre la inmunidad innata versus la
inmunidad adaptativa, estos posibles efectos inmunomoduladores de las
PBMC humanas, también podrian explicarse parcialmente por sinapsis
inmunoldgicas (139), donde se ha demostrado que el IFN y secretado a través
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de una sinapsis, bajo un efecto paracrino, promueve la activacion de las
células que estan muy proximas sin tener que estar en relacion directa con la
célula efectora (140), también podria ser explicado por alguna otra capacidad
desconocida de comunicacion entre células, tal como se ha demostrado en L.
monocytogenes donde la sefalizacion de peligro se propaga a través de los
tejidos antes de que ocurra la propagacion de patdégeno infeccioso (141). Estos
resultados sugieren que las diferencias encontradas en nuestros datos podrian
explicarse en parte por la mayor secrecion de IFN-y en PBMC de individuos
cronicos en comparacion con individuos negativos, sin embargo, esto debe ser
comprobado y en el caso de la infeccion humana por Toxoplasma se requieren

mas experimentos futuros para comprender la comunicacion intercelular.

RNA-seq

En los ultimos afos, la tecnologia RNA-seq se ha considerado como una
técnica altamente eficaz, de bajo precio (accesible) y ha empezado a ser
utilizada en la investigacion de muchas enfermedades infecciosas incluida la
toxoplasmosis. Sin embargo, los estudios de este tipo en T. gondii se han
enfocado principalmente en el modelo murino o porcino (84,113) y unos pocos
estudios en gatos (142) siendo mucho mas extraordinarios los estudios en
modelos celulares humanos. En consecuencia, continua siendo sorprendente
lo poco que se sabe con respecto a la respuesta humana a la infeccién por
Toxoplasma (143). Con respecto a los estudios duales en Toxoplasma, la
mayoria de estos se han llevado a cabo utilizando otros modelos celulares,
como ceélulas derivadas de musculo esquelético, neuronas, astrocitos y
fibroblastos murinos (144), y de nuevo, el uso de PBMCs, en estudios duales
se ha restringido principalmente al modelo porcino (113,121). En este estudio,
por primera vez se evaluaron y analizaron los transcriptomas, tanto de los
PBMCs humanos como del parasito Toxoplasma gondii RH, en un modelo de
interaccion celular ex vivo sin suplementos (MeExSs: Objetivo 1). Ademas,
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también evaluamos el efecto en la interaccién de las variaciones en el perfil de
expresion de genes respecto a la condicién Toxo IgG+ (CRO) e IgG- (NEG) de
los PBMCs-h.

Los genes diferencialmente expresados (DEGs) en la interaccion PBMCs-
humanos (PBMCs-h) y Toxoplasma gondii RH muestran que la interaccion es
dependiente de la condicion IgG+ o IgG- de los PBMCs-h. En cuanto al numero
de DEGs no encontramos una diferencia importante excepto a la sexta hora
de interaccidn donde se observaron 467 DEGs mas en la condicion IgG+. Para
comprender mejor los cambios fisiopatoldgicos en la infeccion por T. gondii en
PBMCs-h, es necesario evaluar los genes diferencialmente expresados en
diferentes etapas de la infeccion por parte de ambos actores, por esta razon
son claves los estudios de series de tiempo, entre mas puntos de muestreo
mejor, dado que se puedan evaluar y evidenciar los diversos cambios que
presentan los genes a través de la interaccion y de esta manera estar mas
cerca de elucidar sus posibles funciones biologicas (145). Con relacion a este
punto, nosotros en este estudio encontramos una relacion directa entre el
tiempo de la interaccion hospedero-parasito (Oh vs 1hpi: T1, 1h vs 6hpi: T2; 0
vs 6hpi: T3) y la abundancia de DEGs presentes en la interaccion, pero dicha
relacion directa (tiempo/namero de DEGs) estuvo solo restringida para el caso
de los PBMCs-h; en el caso de Toxoplasma esta relaciéon no fue observada.
Lo anterior puede se hace evidente cuando observamos que en PBMCs-h-
NEG la relacién tiempo/numero de DEGs donde se presentaron un total de
121 DEGS (T1), 1165 (T2) y 2195 (T3). EI mismo fenédmeno fue observado en
PBMCs-h -CRO con un total de 198 DEGs (T1), 1043 (T2) y 2662 (T3).
Sorprendentemente, en el caso de Toxoplasma, este fendmeno no fue
observable en ninguna condicion ni en ninguna hora de interaccion. El numero
total de DEGs por parte del parasito en la interaccion con PBMCs-h-NEG fue
de 699 (T1), 428 (T2) y 989 (T3), y en el caso de la interaccion con PBMC-h-

CRO los numeros se vieron sustancialmente disminuidos, con un total de 12



116

(T1),66(T2)y 8 (T3). Todos estos resultados en relacion al tiempo y el numero
de DEGs presentes en Toxoplasma son contrarios a los reportado por el
analisis transcriptdmico dual de Zho et al. en 2016 (110), donde demostraron
en una dinamica mucho mas amplia en el tiempo, que en células PK-15 de
porcino, la hora 1pi era el momento de mayor expresion en relacion a la
abundancia de DEGs en Toxoplasma, frente a la hora 6pi que fue el momento
de mayor abundancia de DEGs en la célula hospedadora. Estas diferencias
frente a la abundancia total de DEGs en la temporalidad de la expresion
podrian estar indicando, una vez mas, que T. gondii tiene un comportamiento

tejido especifico en relacion a la expresion de genes (144,146).

Otro aspecto que mostramos en nuestro estudio, que apoya el argumento de
expresion tejido especifico en la interaccion de T. gondii con sus
hospedadores, surge cuando analizamos los DEGs que se presentaron de
manera exclusiva en cada grupo de PBMCs-h y en cada uno de los tiempos,
evidenciando dos perfiles de expresion disimiles cuando se comparan los
procesos bioldgicos asociados a cada grupo de DEGs, tanto en PBMCs-h-
NEG como en PBMCs-h-CRO. En el caso de PBMCs-h-NEG, los DEGs en
cada uno de los tres tiempos evaluados muestran siempre un enriquecimiento
funcional relacionado principalmente a respuesta inmune innata, respuesta
mediada por citoquinas y varios procesos de respuesta inespecifica. Al
observar los procesos enriquecidos en los DEGs de PBMCs-h-CRO, el perfil
inmunolégico dominante solo estuvo presente en la primera hpi, mientras que
en los siguientes tiempos los perfiles de enriquecimiento funcional de PBMCs-
h-CRO no presentan un perfil inmunoldégico dominante, destacandose,
procesos como: el ciclo celular y los motivos de union a factores de
transcripcion (TFBSs). EL ciclo celular ya ha sido descrito como un punto
importante en la infeccion del parasito (147,148) de hecho se ha demostrado
que este parasito es capaz de inducir un arresto del ciclo celular para

mantener aumentar el tiempo de permanencia en las células hospedadoras y
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favorecer su multiplicacion(149). En nuestro caso tal condicién podria estar
relacionada con una posible estrategia en esta direccién o con una posible
respuesta a la presion inmunoldgica ejercida por las células hospedadoras
debido a la inmunidad adaptativa. En relacion a los TFBSs como potenciales
blancos en los sets de datos tanto de CRO como en NEG es importante
destacar la presencia de tres factores de transcripcidn que se presentaron solo
en la condicion CRO (TFZF5, TFE2F2 y TF TCF1), los dos primeros asociados
con la produccion de citoquinas (150) y el ultimo asociado con la funcion
efectora en células agotadas en las infecciones cronicas (151), planteando la
pregunta sobre si el parasito esta teniendo como blanco este factor de
transcripcion en respuesta a la inmunidad adaptativa dado que no se presenta
genes relacionados con este factor de transcripcion en la interaccion de T,
gondii con PBMCs NEG.

Mas sorprendente aun es el comportamiento radicalmente distinto del parasito
frente a la condicidén IgG de los PBMCs-h; pues se observoé que cuando el
parasito enfrentd los PBMCs-h IgG- se presentaron cientos de DEGs en cada
condicion evaluada, en comparacion a solo unos pocos DEGs cuando el
parasito interactu6 con PBMCs IgG+. Las diferencias no son solo en numero
de DEGs, sino que son diferencias principalmente en los procesos bioldgicos
asociados a los DEGs, tanto en Toxoplasma como en los PBMCs humanos
(lgG+ e IgG-). En consecuencia, muchos de estos cambios parecen propios
en la infeccién de PBMCs-h respecto al comportamiento de la infeccién en el
modelo mas conocido y estudiado que es el modelo ratén. Todos nuestros
resultados anteriores, sugieren que no se trata solo de una expresion tejido
especifica, sino también wuna interaccion patdgeno-huésped especie-
especifica, tal como lo han reportado otros autores (152). Tal es caso la IL12
y el INF-gamma que en la respuesta mediada por la inmunidad innata son
moleculas importantes y preponderantes para el control de la toxoplasmosis

en el modelo murino (152), sin embargo no fue encontrada alterada en ninguna
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de las condiciones evaluadas en los PBMCs-h en el modelo ex vivo, esta no
es la primera vez que se presenta esta particularidad, pues recientemente en
un estudio en PBMCs humanos también fue observado la ausencia de IL12 a
las 12hpi (112). Otra diferencia importante con relacion a la infeccion por
Toxoplasma en ratones, esta relacionada con la induccion de iINOS, que en
raton se ha demostrado que cataliza la conversion de L-larginina a L-citrulina
y da como resultado la generacidén de NO (6xido nitrico), presentandose el NO
como un efector fundamental en macrofagos murinos para defenderse de
Toxoplasma pero no en monocitos/macréfagos humanos (153,154). Nuestros
datos confirman que dicho mecanismo estuvo completamente inalterado en
PBMCs-h. Esta observacion fue consistente en todas las condiciones, tiempos
y en ambos tipos de PBMCs-h evaluados. Estas divergencias que reportamos
con en la produccion y los modos de funcion de NO y la IL12 - INF-gamma
entre diferentes especies (humano-raton) y el hecho de que la deteccion
intracelular humana de Toxoplasma difiera de los ratones puede ser explicada
debido a que los humanos no tienen equivalentes funcionales a los receptores
murinos tipo Toll (TLR) 11 y 12), de hecho recientemente se demostré que la
Alarmina S100A11 humana es la proteina responsable de la iniciacién de la
respuesta por quimioquinas a la infeccion por T.gondii en un modelo de
PBMCs, mostrando una particularidad no encontrada en murinos(112), sin
embargo surge una vez mas la dificultad para contrastar nuestros datos con
este estudio, debido a que en el citado estudio se utilizo SFB vy
criopreservacion ademas de tener solo una medida a las 12hpi, indicando de
nuevo la necesidad de tener protocolos estandarizados, comparables respecto
al tiempo en la toma de los datos (mas si se trata de ensayos de expresion
diferencial de genes) y mostrando que es necesario profundizar en el

esclarecimiento de estos mecanismos en el humano.

En relacion a los DEGs comunes entre los PBMCS-h IgG- y los PBMCs-h IgG+

en la primera hpi, se encontré que la respuesta inmune innata es el proceso
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mas enriquecido, destacandose procesos sobre -expresados (UP)
especificamente con la respuesta Th17 y diferenciacion de CD4, indicando que
esta respuesta es independiente de la condiciéon IgG de los PBMCs-h. El papel
de la respuesta Th17 sigue siendo controversial en Toxoplasma (117), sin
embargo, nuestros resultados concuerdan con diversos estudios que
muestran que gran parte de la IL-17 liberada durante una respuesta
inflamatoria es producida por células del sistema inmune innato (155).

Dentro de la respuesta especifica (DEGs exclusivos) de los PBMCs-h
negativos, encontramos que en la primera hora de interaccion con T. gondii se
observa una gran cantidad de moléculas relacionadas con la sefalizacion
celular en genes sobre-expresados (UP), mientras que los genes regulados a
la baja (DOWN) se encuentran relacionados a respuesta mediada por
citoquinas y respuesta inflamatoria; de manera muy interesante, este perfil
inflamatorio DOWN en NEG se encuentra contrario en CRO, donde el perfil
inflamatorio esta up-regulado. Este fendmeno parece relacionado con la
presencia de genes antagonicos exclusivamente en la primera hora de
interaccién Toxoplasma-PBMCs-h, donde se observa que al menos 14 DEGs
estan participando de manera importante en la regulacién de la respuesta
inflamatoria en CRO-UP, presentandose al mismo tiempo sobre expresion de
genes pro y anti-antinflamatorios; como la IL-6 y la IL-10 respectivamente,
siendo esta ultima una de las citoquinas mas importantes para el control de la
Toxoplasmosis (60,156,157). El repertorio de moléculas anti-inflamatorias que
se presentan en PBMCs-h CRO es mucho mas amplio, destacandose también
la sobre expresion de CCL17 y CCL22, dos moléculas que se han demostrado
como un sistema de balance de la respuesta inflamatoria en macrofagos
murinos (158). Realizando un analisis de factores de transcripcion asociados
a estos 14 genes antagonicos, se encontré que al menos 6 de ellos tienen en
comun el factor de transcripcion NFKB1 y el factor de transcripcion RELA,
ambos precursores importantes del complejo NFKB, el cual esta ampliamente
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demostrado que es determinante en control del parasito desencadenando una
respuesta inflamatoria (159). En consecuencia, consideramos el cluster de
genes antagonicos involucrados en la regulacion de la inflamacion y los dos
factores de transcripcidn como importantes moléculas para avanzar en la
comprension de la respuesta inmune contra T. gondii en humanos. En este
trabajo reconocimos ademas 4 genes (VCAN, FGL2, PCAM1, THBD) (ver
anexo4), que son antagonicos, pero que se sobre-expresan en NEG y son
expresados a la baja en CRO en la primera hora de interaccién; lo interesante
de estos 4 genes es que todas la proteinas que se producen de estos genes
son glicoproteinas de senalizacion de superficie que potencialmente podrian
estar siendo modulados por el parasito en PBMCs-h en la primo-infeccién y se
sabe que este tipo de proteinas suelen ser puntos de contacto importantes del
parasito con sus hospedadores (5,18).

En cuanto a los DEGs en T. gondii, encontramos un alto numero en la
interaccion con PBMCs-h NEG y un bajo numero de DEGs en PBMCs-h CRO
(anexo5). De manera similar, el fendmeno de bajos DEGs por parte de
Toxoplasma en la interaccion con sus células hospederas ya fué observado
en ceélulas PK15 de porcino, donde a las 6 hpi se observa una reduccion
importante en el numero de DEGs siendo casi totalmente ausentes a partir de
las 12 hpi (110). Sin embargo, aun no es claro porque se presenta este
fendbmeno. Nosotros con nuestros datos y al ser solo la condicion IgG las
diferencias en la interaccion, una hipotesis posible para este fenomeno podria
estar relacionada con una respuesta inducida por un escenario mas adverso o
de mayor estress para Toxoplasma al inicio de la interaccion con PBMCs-h
IgG+, pues se trata de un segundo encuentro donde la inmunidad adaptativa
esta jugando un papel preponderante frente al parasito en comparacién a la
interaccion de Toxoplasma con IgG- que es una primo-infeccion, donde el

sistema inmunoldgico suele ser mas exacerbado y descontrolado.
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Otro de los aspectos mas relevante que encontramos en los DEGs de
Toxoplasma es que un gran porcentaje de ellos son “proteinas hipotéticas”
(entre un 32 y un 67%), por lo cual desconocemos su funcion biolégica, este
alto porcentaje de “proteinas hipotéticas” dificultdé profundamente la
interpretacion funcional de los roles del parasito en la interaccion con PBMCs-
h y tuvieron que ser eliminadas de los analisis de enriquecimiento. Un dato
importante que se observé dentro de este set de moléculas es que alrededor
de un 20% de estas proteinas hipotéticas presenta péptido sefal, lo cual
sugiere que efectivamente por lo menos este porcentaje de moléculas
potencialmente son secretadas por el parasito, convirtiéndose en otro grupo
de proteinas interesantes para avanzar en la comprension del comportamiento
de Toxoplasma en la interaccidon con células humanas. Con los DEGs
resultantes después de descartar el alto porcentaje de DEGs hipotéticos,
realizando un analisis general en la plataforma ToxoDB.org, encontramos que
la toxofilina y ROP8 fueron genes sobre-expresados de manera comun en la
primera hora de interaccion. La toxofilina se ha establecido que es una
molécula muy importante para la motilidad y la invasion del parasito (34), por
lo que parece igualmente importante en la interaccion con PBMCs-h,
mostrando ademas una independencia de la condicion I1gG de los PBMCs-h.

En cuanto a ROP8, es una pseudokinasa que ha estado relacionada a la
virulencia del parasito formando un complejo con ROP2, ROP18 Y GRA7
(160); sin embargo, los demas genes del complejo no fueron alterados en
nuestros datos. De hecho, un dato relevante es la ausencia de un
enriquecimiento general en relacion a las proteinas ROPs clasicas como por
ejemplo, ROP5, ROP17, ROP18, ROP16, descritas como importantes factores
de virulencia en el modelo ratén y tipicamente sobre-expresadas en la invasion
(161); indicando nuevamente que esos factores de virulencia quiza
desempefian un rol mas preponderante en el modelo murino, y

considerandose de nuevo la importancia de reconocer e identificar los
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principales factores de virulencia en humanos o evaluar si tienen papel mas
tarde en la infeccidn, como por ejemplo en el enquistamiento. En su lugar,
encontramos otras proteinas ROPs sobre-expresadas y mucho menos
estudiadas como son ROP19A, ROP23, ROP31 y ROP32 en el inicio de la
interaccion (Oh vs 1h) ver Anexo7, que también serian unos blancos
interesantes para explorar su papel en la interaccion con células humanas,
pues algunas de ellas ya han sido evaluadas experimentalmente en otros
modelos celular mostrando en el caso de ROP31 tener una expresion
diferenciada en el desarrollo del parasito a diferencia de ROP32 que ha
mostrado mas un caracter constitutivo (161), por lo que su rol en la interaccion

con células humanas todavia es desconocido.

En resumen, aqui presentamos por primera vez un analisis transcriptomico
dual en el modelo MeExSs, donde se describe la interaccion entre Toxoplasma
y PBMCs-h. Los perfiles de expresion, tanto de las células como del parasito
indican que la interaccion difiere a la presentada de manera general en el
modelo murino, por lo que se hace evidente la necesidad de continuar
profundizando en la comprension tejido especifica y especie especifica entre
Toxoplasma y sus células hospederas. Finalmente, se describe también la
presencia de genes sobre-expresados de manera exclusiva en las primeras
etapas de la interaccion, genes antagénicos y factores de transcripcion, tanto
del parasito como de los PBMCs-h, que se perfilan como blancos y candidatos
importantes para la profundizacion en el estudio y la comprensién de la

dinamica de la interaccion Toxoplasma-humano.
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8. CONCLUSIONES

e Se establecieron las condiciones para la realizacion de estudios de
interaccion hospedero parasito en PBMCs humanos sin suplementos y
sin crio-preservacion (MeexSs).

e La viabilidad cercana al 80 % en los PBMCs humanos en modelo
MeexSs solo se logra en las primeras 48 horas de incubacién en cultivo,
siendo un modelo apropiado para las primeras etapas de la interaccién.

e La infeccion de T. gondii RH en el modelo MeexSs es dosis
dependiente y no deberia ser menor a 1 célula vs 3 parasitos.

e El niumero de PBMCs adecuado para la infecciéon es de 500.000
PBMCs. El tiempo minimo de incubacion para garantizar la adherencia
(90% aprox.) de los PBMCs a la placa de cultivo es de 2 horas previo a
la infeccidn con T. gondii.

e Se observa un efecto modulador por los PBMCs de los individuos
cronicos frente a los individuos negativos sobre el cultivo de células HFF
infectadas con T. gondii RH-GFP, lo cual sugiere que la condicion
clinica de infeccién o no infeccion previa (Toxo-IgG positivo vs Toxo-
IgG negativos) podria interferir resultando en wuna respuesta
radicalmente diferente durante la interaccion parasito-hospedero.

¢ No se encontraron diferencias importantes respecto al numero de DEGs
en las diferentes condiciones evaluadas en las primeras horas de la
interaccion de T. gondiiy PBMCs humanos. CRO-197 (1h) vs NEG-121
(Oh vs 1h); CRO-1043 vs NEG-1162 (1h vs 6h); CRO-2662 vs NEG-
2195 (Oh vs 6h).

e Se observa que una parte de la respuesta inmunolégica de los PBMCs
humanos es independiente de la condicion de existencia de 1gG frente
a T. gondii. Dicho perfil inmunoldégico es dominante en las primeras

fases de la interaccion con el parasito. Encontrandose una alteracion
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de moléculas importantes de la inmunidad innata e interleuquinas como
la IL4, IL10 y la IL13.

Se evidencidé que existe un efecto de la condicion IgG de los PBMCS
en interaccion con T. gondii. Dentro de la respuesta especifica de los
PBMCs cronicos no se evidencia un perfil inmunolégico dominante
después de la sexta hora a diferencia de la respuesta de los PBMCs
negativos que mantienen en todos los tiempos y todas las
comparaciones un perfil predominantemente inmunologico.

La respuesta de los PBMCs cronicos frente a T. gondii parece estar muy
relacionada con la regulacion génica a través de factores de
transcripcion.

En T. gondii no se evidencia una expresion diferencial de genes
importante en los PBMCs provenientes de individuos con infeccion
cronica en las primeras etapas de la interaccion.

En T. gondii se evidencia un numero elevado de genes diferencialmente
expresados en la infeccion a PBMCs de individuos negativos para la
enfermedad.

No existen “hotspot” a nivel de cromosomas en los DEGs de PBMCs de
ningun grupo de los individuos evaluados.

Existe un numero importante de proteinas hipotéticas en los DEGs
durante la interaccion toxoplasma-PBMCs humanos.
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. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

e Realizar la Validacion del modelo de interaccion MeexSs por otras
técnicas moleculares como PCR en tiempo real, haciendo énfasis en
los principales DEGs encontrados como posibles blancos de la
interaccién humano-Toxoplasma.

e Evaluar el modelo MeexSs en otras series de tiempo con el fin de
establecer una dinamica mas completa de la interaccién Toxoplasma -
PBMCs humanos.

e Aumentar el numero de muestras de cada grupo para hacer RNA-seq,
con el fin de establecer posibles candidatos a biomarcadores.

e Analizar a partir de los datos obtenidos por RNA-seq posibles redes de
co-expresion entre Toxoplasma gondii y PBMCs humanos.

e Evaluar y validar las rutas de genes, factores de transcripcidon y genes
antagonicos encontrados en la interaccion en el modelo MeexSs con el
fin de mejorar la comprension de la toxoplasmosis humana.

e Evaluar PBMCs de individuos crénicos (IgG+) con Toxoplasmosis
ocular y compararlos con los cronicos asintomaticos evaluados en este

estudio.
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ANEXO 2

Extraccion y visualizacion de ARN Total del modelo de PBMCs

humanos infectados con Toxoplasma gondii

MP ARN 1 ARN 2 ARN 3 ARN 4 (-)

28S
185

5.85

ARN Total en gel de agarosa al 1%. MP: Marcador de Peso Molecular.
ARN1: ARN total 0 horas RH de T. gondii. ARN 2: ARN total O horas
PBMCs Humanos. ARN 3: ARN total 1 hora post-infeccion. ARN 4:
ARN total 6 horas post-infeccion. (-): Control negativo.
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ANEXO 3

Cuantificacion de ARN total del modelo de infeccion ex vivo en

PBMCs infectados con T. gondii.

R 260/280
260

280
260/280
ng/pL
260

280
260/280
ng/pL
260

280
260/280
ng/pL
260

280
260/280
ng/uL
260

280
260/280
ng/pL
260

280
260/280
ng/uL
260

280
260/280
ng/uL
260

280
260/280
ng/pL

Cuantificacion del ARN total: Ay B: 0 horas de T. gondii; Cy D: 0 horas
de los PBMCs humanos; E y F: 1 hora post-infeccién; G y H: 6 horas
post-infeccion. 1 y 2: primera y segunda replica respectivamente.
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ANEXO 4

Crecimiento y proliferacion de Toxoplasma gondii RH-GFP en cultivo
celular de celulas HFF.

ANEXO 5

PBMCs
infectado
PBMCs No
infectado PBMCs
infectado

Inmunofluorescencia de la infeccidon por T. gondii RH-GFP a PBMC
humanas en un modelo en condiciones ex vivo (Multiplicidad de
infeccion 1:5), microscopio de fluorescencia con un zoom o6ptico de
20X.
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ANEXO 6: Diagrama general de la metodologia utilizada en analisis de

mapeo y generacion de genes diferencialmente expresados DEGs.
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ANEXO 7. Resultados consolidados del proceso RNA-seq y del mapeo

con valores de calidad de cada una de las muestras.

Sample| Raw Clean | Raw | Clean | Error GC
name | reads reads | bases | bases | rate(%)|Q20(%) | Q30(%) |content(%)
Al16 | 65559124 | 63696124 | 9.8G 9.6G 0.03 97.87 94,07 50.17
Al | 54105610 | 52390402 | 816G 7.9G 0.03 97.86 | 94.07 49.81
A21 | 45038540 | 43976542 | 6.8G 6.6G 0.03 97.94 | 94.16 50.27
A22 | 54961832 | 52425932 | 8.2G 7.9G 0.02 98.12 94.6 52.56
A24 | 40373812 | 38818102 | 6.1G 5.8G 0.02 98.1 94,55 52.14
A26 | 62965870 | 59700672 | 9.4G 9G 0.03 9794 | 9417 49,65
A28 | 64082700 | 62535106 | 9.6G 9.46G 0.02 98.04 | 9447 52,01
A29 | 43807512 | 42855654 | 6.6G 6.4G 0.02 98.1 94.52 52.38
A2 | 53815690 | 52910416 | 8.1G 7.9G 0.02 98.26 | 94.89 52.37
A30 | 52680774 | 50142176 | 7.9G 7.5G6 0.02 98.17 94.77 51.93
A31 | 60924662 | 59624220 | 9.1G 8.9G 0.03 97.96 | 94.18 50.15
A33 | 52341534 | 51079532 | 7.9G 7.7G 0.03 97.81 | 93.83 52,01
A34 | 44604954 | 43108384 | 6.7G 6.5G 0.02 98.08 94.5 52.19
A36 | 53444106 | 51768540 8G 7.8G 0.03 97.79 | 93.78 49.66
A38 | 41133322 | 40297586 | 6.2G 6G 0.03 9797 | 9421 51.73
A39 | 51689266 | 48630836 | 7.8G 7.36 0.02 98.11 | 9457 51.41
A3 | 43709024 | 42427972 | 6.6G 6.4G 0.02 98.11 | 9454 51.05
A0 | 61055246 | 54475556 | 9.2G 8.2G 0.03 97.63 93.59 50.99
A4l | 44019116 | 42633082 | 6.6G 6.4G 0.03 97.96 94.24 50.02
A2 | 48636626 | 46816264 | 7.3G 7G 0.02 98.01 94.29 51.24
A4 | 54284470 | 52454136 | 8.1G 7.9G 0.02 98.06 | 94.44 51.34
A5 | 54211752 | 51700252 | 8.1G 7.8G 0.03 9793 | 94.24 51.06
A6 | 41971136 | 40581742 | 6.3G 6.1G 0.03 97.95 | 9417 49.8
Con_RH| 41712702 | 41200782 | 6.3G 6.2G 0.02 98.16 | 9464 54.54
A32 | 42634630 | 41453188 | 6.4G 6.2G 0.02 98.02 | 9434 52.06
A9 | 68706984 | 67187722 | 103G | 101G 0.03 98.01 | 9421 51.68
A10 | 43462066 | 40221944 | 6.5G 6G 0.03 9791 | 9418 52.86
Media| 513308541 | 494486246 0.02518519[97.9951852/94.3044444| 51.3733333
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Lista de DEGs (542) compartidos en CRO/NEG en la dinamica 1 vs 6 horas pi.

542 DEGs compartidos en CRO y NEG en la dinamica 1 vs 6 horas pi
ABCA1 BTBD3 COPA FAM222A | IGFBP3 LYz NFKBID PLXDC2 RRM2B TSEN54
ABCA2 BYSL COPRS FBP1 1L18 MAD2L2 NFKBIZ PM20D2 RRP1 TSPAN13
ABCG1 C170rf58 | CPEB2 FCGRT IL1A MAFB NKD1 PMEPA1 RRP9 TSPYL2
ABL1 Clorf109 | CPEB4 FCN1 IL1IR2 MAFF NLRP3 PNO1 RRS1 TTLL12
ACOD1 Clorf216 | CPVL FFAR2 IL2RA MAOA NME1 PNPLA1 S100A4 TUBA1B
ACVR1B C3AR1 CREG1 FKBP4 1L36G MAP2K3 NOB1 PNPLA8 SC5D TUBA1C
ADA C5AR1 CREM FLI46875 | IQSEC1 MAP3K2 NOD2 POLD2 SCARB1 | TWNK
ADA2 C9orf47 | CSFIR FLVCR2 IRAK2 MAP4 NR4A1 POLR2H SCD TXN
ADRB2 C9orf72 | CSF3R FOS IRF2 MCM2 NR4A2 POLR3E SDC2 TXNRD1
AFF3 CABLES1 | CSTB FOSB ITGAS MCM3 NR4A3 PPA1 SEC14L2 | UAP1
AK4 CAD CTSS FOSL2 ITGAM MCM4 NRIP3 PPAT SEH1L UBL4A
ALCAM CAMP CXCL16 FPR1 ITGB2 MCRIP2 NRP1 PPFIBP1 SELENOK | UBR1
ALDH1A2 | CBFA2T3 | CXCL2 FSD1L ITGB8 MDFIC NRP2 PPP1R14B | SEMA3C | UNG
ALDH1B1 | CBR1 CXCL3 G0S2 ITPRIP MED14 NUDCD1 PRDX1 SEPTIN10 | USP11
ALDH2 CCDC86 | CXCLS GADDA45G | IVNS1ABP MEF2D OBSCN PRDX4 SESN3 USP36
AMPD2 CCL20 CYP1B1 GART JAG1 MET OGDH PRKAR2B | SETD1B USP9X
ANP32A CCL22 DCTPP1 GASK1B | IMY METRNL OLR1 PRMT1 SGK1 UTP14A
APOBEC3A | CCLAL1 DDX3Y GCH1 JOSD1 MGLL OR2B11 PRMT3 SGPP2 VAT1
APOBR CCR4 DENND3 GCKR KDM6B,TMEMS88 | MGST1 OSBPL10 PRMTS SIGMAR1 | VCAN
AQP3 CCR6 DHCR24 GCSH KLF13 MIR155 OSM PSMB5S SIK1B VEGFB
AREG CCRL2 DKC1 GEM KNOP1 MIR4697HG | OTUD1 PSMG1 SIPAL VPS13B
ARHGEF7 | CD151 DNAJA4 GGCT LAMB3 MITF OXSR1 PTGR1 SIRPB1 VPS378
ARLSB CD274 DNAJC25 | GNB4 LAMP3 MKNK2 P2RX1 PTGS1 SKI WDR12
ARNTL2 CD300E | DNPH1 GNG7 LARS1 MLC1 PA2G4 PTX3 SKIL WDR3
ARRDCS CD300LB | DOCK2 GPR132 LFNG MMP1 PACC1 PUS7 SLC11A1 | WDR47
ASGR2 CD320 DPH2 GPT2 LIF MMP14 PAICS PVR SLC12A7 | WDR76
ASTL CD36 DPYD GRAMD4 | LIMA1 MMS22L PAK3 PYCR1 SLC16A7 | WEE1
ATAD3A CD4 DPYSL3 GRASP LINC00346 MN1 PARD6G RAB40C SLC25A1 | WNT11
ATGAC CD55 DUSP1 GRK3 LIPN MPEG1 PCNT RABEPK SLC25A43 | WNT5A
ATIC CD79A DUSP6 GSR LMNA MPP6 PDCD5 RALGAPAL | SLC27A4 | XYLT2
ATL3 CD93 DYNC1H1 | H2BC21 LOC100128059 MPZL1 PDE4A RANBP2 SLC29A1 | YIF1A
ATN1 CDCA7 DZANK1 HBEGF LOC105369313 MREG PDE4B RAP1GAP2 | SLC2A3 YPELS
ATP1B3 CDK14 E2F7 HCAR2 LOC105373386 MRPL12 PDE4D RAP2B SLC35D1 | ZDHHC11B
ATP2B1 CDK17 EBI3 HCAR3 LOC105374382 MRPS34 PDGFB RARA SLC37A2 | ZFP36
ATP8B4 CDK4 EBNA1BP2 | HDAC2 LOC107984316 MRTO4 PDGFC RASGEF1B | SLC38A5 | ZHX2
AUTS2 CDT1 EDN1 HECTD1 LOC107985734 MS4A6A PDIAS RBKS SLC39A14 | ZMYND19
B3GNTS CEMIP2 | EGR3 HES4 LOC107987251 MSH2 PER1 RBM38 SLC41A2 | ZNF10
B3GNT7 CENPC EHF HEXIM1 LPL MSMO1 PGAP1 RCN1 SLC43A1 | ZNF143
B4GALT2 CENPX ELL2 HGSNAT LRFN4 MSR1 PGD RCOR1 SLC7A11 | ZNF185
BATF CFP EMP1 HIP1R LRP1 MTAP PHLDB3 RELT SLC7AS ZNF331
BATF3 CHAC1 ENKD1 HK3 LRP11 MTMR6 PIK3C2B RGL1 SMAD7 ZNF593
BCAS3 CHMP1B | EPAS1 HLA-B LRP3 MUCL1 PKP4 RGS1 SNAI1 ZNRF1
BCL2L1 CISH EPHA4 HLA-C LRP8 MXD1 PLAUR RGS2 SPAG5 ZSWIM6
BCLOL CLEC4A | ESYT2 HLA-DRA | LRRC32 MYO1E PLCB2 RHOBTB3 | SPIB
HLA-

BCOR CLN6 EXOC4 DRB3 LRRC8D MYRF PLD1 RNF125 SPINT1

BICDL1 CMIP EXOSC5 HPRT1 LRRK2 NCR3LG1 PLD6 RNF19B SPON2

BIVM CMTM8 F13A1 HPSE LSR NDRG1 PLEKHA2 RPIA SPRED1

BMP8SA CNOT6L | FABPS HSPA1A | LTBR NDUFAF2 PLEKHM1P1 | RPS26P25 | SPTAN1

BOP1 COA7 FADS3 HSPA7 LY86 NETO2 PLK2 RRAD SQLE

BTBD11 COL1A1 FAM153A | IFRD2 LYPD3 NFAM1 PLK3 RRAGD SRA1
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Lista de 501 DEGs exclusivos en CRO en la dinamica 1 vs 6 horas pi.
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501 DEGs exclusivos en CRO G en la dinamica 1 vs 6 horas pi (Foldchange 2 2)
AAGAB CSorf30 DARS2 FUCA2 ILISRA LOC105371082 | NFIC PLAGL1 SCIN TMCC1
AARS1 C9orf64 DEFA3 GAA IL1B LOC105376507 | NFKBIA PLB1 SDF2L1 TMEM106C
ABAT CAMSAP1 | DEK GBP4 IL1IRL2 LOC107984450 | NGFR PLCB3 SERPINE1 | TMEM109
ABCB1 CAVIN1 DGAT2 GCNA ILIRN LOC107984551 | NIN PLEK SFXN4 TMEM254
ABHD11 CBX3 DHODH GDAP1 IL23A LOC107986035 | NIPBL-DT | PLEKHA8 | SIPA1L2 TMOD2
ABHD17C | CCL17 DHRS3 GEMIN4 1L LOC107987292 | NLE1 PLEKHG2 | SIRT1 TNFAIP3
ABHD4 CCL3L1 DIMT1 GFPT2 IMPDH1 LRP10 NMNAT3 | PLSCR1 SLAMF1 TNFRSF10A
ACLY CCL4L2 DNAH1 GGTS INTS10 LRP12 NOD1 PNPLA7 SLC1A3 TNFSF14
ADCY9 CCNF DNPEP GID4 INTS6L LRRC42 NOL4L POLA2 SLC1AS TNFSF15
ADRA2B CCR1 DONSON GJC2 1QCN LRRC8B NOTCH1 POLR3K SLC25A13 | TPI1
AEN CD177 DUSP10 GLRX3 IRF3 MAP3K20 NOXA1 PPARGCI1B | SLC25A28 | TPPP
AFMID CD63 ECHDC3 GMNN IRF5 MAP3K21 NPTX1 PPP1R15A | SLC25A34 | TRAF2
AGAP1 CD82 EEA1 GMPS ISCA1 MAP3K6 NPTXR PPP1R16B | SLC2A9 TRIM16L
AIFM2 CDC42BPG | EEFIAKMT3 | GNPNAT1 | ITGAD MAPKAPK3 NPW PPP1R26 SLC30A1 | TRIM36
ALKBH2 CDC42EP1 | EFL1 GPI ITPRIPL1 MAST2 NR2C2AP | PRDM1 SLC31A1 | TSEN2
ALPK2 CDCA7L EIF4E GPR137B | ITPRIPL2 MCMS NR2F6 PRIM1 SLC38A9 | TSPAN33
ALS2,MPP4 | CDK13 EIF4AE3 GPR65 JADE3 MDGA1 NRARP PRPS2 SLC39A6 TULP3
AMPD3 CDK2 EIF4EBP1 GRINA JAG2 MECR NRSN2 PRPSAP1 SLC66A1 | TXNIP
ANKRD13B | CDK5R1 EMB GSTO2 JCHAIN METAP1 NSD2 PRPSAP2 SLC6A9 TYRO3
ANPEP CDK6 ENO1 GTF2E2 JPT2 METTL1 NSDHL PRRG4 SLC9A9 TYSND1
APOL2 CDKN2C ENOPH1 H4C3 JUND MEX3D NT5C3B PSMAS SLIT1 UBE2L6
ARHGAP19 | CDPF1 EPB41L2 HACD3 KALRN MFHAS1 NUDC PTGER4 SMCO4 UCK2
ARHGAP32 | CDYL EPC1 HAL KBTBD8 MFSD2A NUP93 PTGS2 SMTN UCN2
ARHGAP4 | CEP152 EPDR1 HAPLN3 KCNC4 MLKL OAT PTMS SMURF2 UFL1
ARL3 CERK EREG HAUS7 KCNKS MMP10 OLFM4 PTPDC1 SNAPC2 ULBP1
ARLAC CHAF1B ERG HAVCR1 KCNN4 MOB1B OSBPL5 PURB SNHG17 UNC45A
ARMCS5 CHD6 ERGIC1 HEBP1 KDM1A MPP3 OSGIN1 RAN SNX30 USP20
ARMCX4 CHRNAS ERLIN1 HELLS KDM7A-DT MRPL17 P2RX4 RASD2 SOCS2 USP28
ARRDC4 CHST7 ERN1 HILPDA KIAA0355 MRPL4 P2RX7 RASGRP2 | SORD USP31
ARSB CITED2 ERO1A HMBS KIAA1522 MRPS5 P2RY2 RASIP1 S0S2 UTRN
ASAH1 CLEC18A EVIS HMGA1 KIAA1841 MSC PAFAH1B1 | RBFA SOWAHC | VDAC3
ASPH CLK1 EZH2 HNRNPAB | KLF10 MTI1E PAQR4 RBL1 SPATA22 | VPS37C
ATP2A3 CLPP FAM151B HOMER1 | KLF2 MT1F PARP12 RBM11 SPINK1 WDHD1
AVPI1 CLSPN FAM214A HOMEZ KLF6 MT1X PBX3 RCAN1 SPOCK2 WDR5
BAG2 CNR1 FAM221A HPDL KLHL24 MTM1 PBXIP1 RCC1 SPR WDR89
BARD1 CNTLN FAM43A HRH2 LANCL2 MTSS2 PCBD1 RDX SPSB1 XPO1
BCAT2 COA6 FAM71F2 HSPA4L LCN2 MYD88 PDCD11 REC8 SRI XPOT
BCL2A1 COL18A1 | FANCE HSPE1P4 | LDLRAD4 MYLIP PDE2A RGCC SRSF5 YIPF5
BCL6 COL9A2 FANCG HVCN1 LEKR1 MYO1F PDZD4 RGS16 SRXN1 YWHAH
BEND3 COLGALT1 | FARSA IBAS7 LEPROTL1 N4BP3 PECAM1 RHOB SSB ZDHHC11
BHLHE40 coqQ7 FARSB ICAM1 LINC00528 NAT10 PFKFB4 RIMKLB ST3GAL4 | ZDHHC9
BIRC2 CPPED1 FASLG ICAM4 LINC01262 NAT9 PFKP RNASEH2B | STEAP3 ZFP36L2
BLVRA CRTC3 FBX034 ICAMS LINCO01679 NCOA2 PGAP3 RNF32 STMN1 ZFY
BTBD9 CSE1L FCGR3A ICMT LINC02034 NDP PGLYRP1 RPP25 STRIP2 ZNF367
BTG2 CSF2 FGL2 IDH2 LITAF NEAT1 PHACTR1 | RPTOR SUCNR1 ZNF485
BTG3 CSNK1G1 | FLT3LG IERSL LMAN2L NEIL2 PHF13 RTCB TAF4B ZNF57
ZNF674-
BTLA CTDSP1 FLVCR1 IFI30 LMNB2 NEK1 PIBF1 RUSC2 TBC1D10B | AS1
Cllorf96 CTNNA1 FNDC4 IFNGR1 LOC101928188 | NELFB PIK3R1 S1PR1 TBC1D30 | ZNF788P
C2CcD2 CXCR4 FOXP4-AS1 | IGF2BP2 LOC105369469 | NENF PKD2 S1PR4 TEX14 ZNF815P
C3orf20 DACT1 FST IGSF3 LOC105369890 | NFE2L1 PLA2G15 | SASH3 TLCD3A ZNF890P
ZNRF3
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Lista de 613 DEGs exclusivos en NEG en la dinamica 1 vs 6 horas pi.
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613 DEGs exclusivos en NEG en la dinamica 1 vs 6 horas pi (Foldchange > 2)
AATK BTAF1 CNNM4 FAM214B  |GPD2 JAKMIP2  |LZTS3 NETO1 PHF20 RABL2A SIK2 TMEM101 |ZBTB7B
ABCC3 BZW2 CNOT2 FANCD2 GPR160 JAZF1 MACCL NFATC1 PHLDA1 RAPGEF2  |SLAMF6  |TMEM144 |ZDHHC14
ABLIM3 C110rf95 COL6A2 FASN GPR180 JMID1C MACO1 NHP2 PHLDB1 RASSF2 SLC12A2  |TMEM175 |ZDHHC16
ACCS C190rf38 CPD FBXL19 GPSM2 JUP MAD1L1  |NIPAL3 PIGY RBP7 SLC1A4 TMEM192 |ZEB1
ACHE CIQTNF1 (R1 FBX010 GPT KANSL1 MAL NIPSNAP1 [PIK3C2A RCAN2 SLC22A17 |TMEM218 |ZFC3H1
ACOT7 C2CD4B CREBBP FBXW7 GPX1 KCNE3 MAMLD1  [NLRP1 PIK3R2 RELLL SLC22A23  [TMEM35B |ZFPM1
ADAM19 |(3 CRIP1 FCER1G GPX3 KCNJ2 MANBA NLRP12 PITPNM2  [RETREG1 |SLC25A42 |TMEM9 IMIZ1
ADAM28  |Cdorf33 CRISP3 FCGR2B HAS1 KCNQ1 MAP3K8  |NOCT PLAU REX02 SLC25A45  [TMIGD2 INF133
ADM Coorf223 CRISPLD2  |FCRL1 HAVCR2 KCTD12 MARCKS ~ [NONOP2  [PLCG2 RGS13 SLC2A5 TNFRSF18 |ZNF154
ADORA2B |CA13 CRYBG1 FCRL2 HBA1 KDM4B MARCKSLL |NOTCH2  |PLD4 RGS14 SLC38A3  |TNFRSF21 |ZNF266
AGO2 CARD9 CSF1 FCRL3 HBA2 KHK MBD3 NQO1 PLGRKT RHBDF2 SLCA3A2  |TNFSF8 INF335
AHCY CARNS1 CSRNP1 FCRLB HBB KIAAO753 |MBOAT1  [NR1D2 PLIN2 RIC3 SLC50A1  |TNNT1 INF544
AKS CASP9 CST3 FGD4 HDAC11 KIAA1324L [ME3 NRCAM PLPPR2 RILPL2 SLC9AL TOB1 INF683
AKAP12 CAVIN2 CTB-4116.1 |FGFR1 HDAC9 KIFC3 MEFV NRGN PLXDC1 RIN2 SLC9A7P1  |TOGARAM2|ZNF696
AKR1C1 CCDC124 CTH FGFRL1 HDDC2 KIR2DS1  [MICA NRIP1 PLXNAL RNASET2  |SLCO4C1  [TOP2A ZSWIM9
ALDH1A1  |CCDC163 CTSC FHL1 HDGFL3 KIT MICAL2 NSMF PNP RND1 SLFN11 TOX2
ALOX5 CCDC167 CTSL FLNB HDHD5 KLF3 MICALL2  [NUMBL PNPT1 ROBO3 SMCHD1  |TPPP3
ALS2CL CCDC18-AS1 [CUTALP FLT1 HELZ KLHL3 MIDN NUP58 POLD1 RPL13P12 |SNRPD1 TREM2
AMY2B,RNP{CCDC57 CYB561 FMNL2 HERCS KRT72,KRT7{MILR1 NUP98 POMGNT1 [RPL9P29  |SNX29 TRIM24
ANKRD36 |CCDC85B CYBB FNDC3A HID1 KRT86 MMP7 NXF1 PPBP RRBP1 SPAGY TRPS1
ANO9 CCDC93 CYP27A1  |FPR2 HIVEP1 LAYN MNDA 0AS1 PPFIBP2 RRM1 SPARC TSEN15
APIAR CCL1 CYP4F3 FRMD4B  |HLA-DRB1 |[LEF1 MOB3B 0AS2 PPP5C RRM2 SPATA20  [TSPAN17
APOL1 CCL19 DAD1 FRMPD3  |HLA-E LENG8 MPO 0AS3 PRC1 RSAD2 SPATA9 TSPAN32
ARHGAP26 |CCL23 DCXR FUT8 HMGB1P5 |[LGALS12  [MPP1 0TUD3 PRIMPOL  [S100A12  [SPI1 TSPAN4
ARHGAP35 |CCL24 DDIT4 FYB1 HNRNPH1  [LGMN MRAS OXCT1 PRKAR2A  [S100A2 SPTBN1 TSTD2
ARL2,SNX15|CCL7 DDX60 GABARAPL1|ICA1 LINC-PINT  [MRPL15 PABPCIL  [PRKCA S100A6 SRFBP1 T1C3
ARRDC3 CCND2 DHCR7 GABBR1  [ICOSLG LINC00515 |MRPL3 PAK1 PRKCB S100A8 SRP14-AS1 |TTTY15
ASB13 CCNT1 DIP2A GALC D01 LINC00659 |MRPL52 PALD1 PRKCE S100A9 SSH2 TUBA4A
ATAD2B (D244 DMTN GALNT11 |[IF144 LINC00926 |MRPS23  [PAOX PRMTY SAT1 SSTR3 TUFT1
ATG2A (D5 DOK2 GALNT3 IFIT1 LINCO1504 |MRPS28  |PAQR8 PSAT1 SAV1 STK40 TXK
ATG9A CDA DOP1B GARS-DT  [IFIT3 LINC02273 |MS4AL PARP15 PSME4 SCPEP1 STN1 TYROBP
ATP2B4 (DC45 DPAGT1 GAS2L1 IFNGR2 LLGL2 MS4A7 PARVG PSPH SDHAF3 STOML2 UBE20
ATXN10 (DS1 DPYSLA GBF1 IFRD1 L0C1002943|MVB12A  [PCBP3 PSPHP1 SDK2 STX5 UBN2
ATXN7 CES1 DTD2 GBP1 IGHAL L0C1019298| MXRA8 PCSK5 PTAFR SEC14L1  |SURF4 Usp18
B3GALT6 |CHD1 DTHD1 GDPD5 IGHA1 L0C1027239|MYADM PDCD2L PTCRA SEC23B SYNJ2 Usp21
B3GAT3 CHD2 DTYMK GFI1B IGSF9B L0C1027241{MYBL2 PDE7A PTDSS2 SEC31B SYTLL UVSSA
B4GALT1 |CHRM3-AS2 [DUSP23 GFOD2 IL13RA1 L0C1053702| MYEF2 PDLIM1 PTGDR SERPINA1 |TACC1 VEGFA
BAGAT1 CKAP4 DYSF GIMAP2 IL17RB L0C1053733{MY010 PDLIM7 PTGES SERPINB8 |TAPT1 VSIG1
BAALC CKLF ECE1 GJB6 ILIR1 L0C1053744|NAGLU PDP1 PTP4AL SERPINB9 |TBC1D27P |WDR43
BACH2 CLASP2 ECHS1 GK5 ILIRAP LOC1053766{NAP1L4 PDXP PTPN7 SESTD1 TCEAL4 WDR77
BANK1 CLEC10A EMD GLRXS INPP5K LOC1053777|NAXE PELI2 PTPRM SFXN3 TCN2 WDR91
BAX CLECAE EP300 GNA11 IRGQ L0C1079873|NBPF26 PELI3 PTRH2 SGMS2 TCP11L2  |WDYHV1
BLK CLEC5A EPB41L3  |GNAIS IRS2 L0C653303 |NCAM1 PER2 PUM3 SH2B3 TCTEX1D2, TYWNT10A
BLVRB CLEC7A EPPK1 GNB5 1S0C2 L0C729218 [NCF1C PERP PVT1 SH2D2A TENT4B WWQ3
BMPRIA  [CLGN ETV3 GNG8 ITGA2B LRFN3 NDUFAF8 [PES1 PWWP3A  [SH2D3A TFB2M YES1
BOLA2B CLu EXOSC4 GNPDA1  |ITGA6 LRRCBC NECTIN1  |PF4 PXN SH3BP1 TGFBR3 YPEL4
BRAF CLYBL EXT1 GOLGA8B |ITGAX LTBP4 NEDDAL PFKFB2 PYHIN1 SH3TC1 THRA YTHDC1
BRIX1 CMPK2 EZR GP1BB,SEPT|ITGB5 LTF NEDD9 PGPEP1 RAB29 SIGIRR TIGIT ZBED3
BST1 CMTM5 F3 GPAT3 ITPKB LTK NEILL PHB RAB43P1  [SIGLEC14 |TLR2 ZBTB21
BST2 CNN2 FAM177A1 |GPCPD1 JAKMIPL  |LYPD2 NEK6 PHF1 RAB44 SIGLECY TLR7 ZBTB43
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ANEXO 11. Lista de 1287 DEG sen CRO en la dinamica 0 vs 6 horas pi.

1287 DEGs exclusivos en CRO G enla dinamica 1.vs 6 horas pi (F 2)
ance  [aon otz siciens Tep1
|y e Gp1eA sicias Tera
AARST cucs Gpc1 L0C107986039 |pceD1 _[sLcoomn TAPS
L0C107986901 |pcors |sLcaand THAPS
Loc107987462 |pcna sLC2502 THeS1
Loci07987475 |pocot1[sicasna THES3
Loci12267861 |pDCDILG? [sLc26m6 THOPL
Loci12268155 |pDE1s [sLcaa2 TIMMa4
L0C112268260 TIMMS0
LOC112268342 |pDin6 _ |sicasez |uncisp |cizorf2s RasiP1 TiPIN
Loc112268212 P2 sicasc2  |uncash | cazorfes MyveL ReFA 2
L0C112268437 |pDRG1  [slc3on1  |uncoser |cisortas |epmst 1o
088780 |peats  [sicaoann |upkasl2 |cicoz2 MYo16 RCBTB2 TiRS
LOC389641 PEAR1L SLC39A3 uacces Cl60rf87 ERG28 KIAA1109 MYSM1 [RCC1 TLRS
L0c399900 = Nae3 Aot mcs
L0C643802 NAASO = TMEDY
L0C72839 [ TMEM104
LoxHD1 KiF1C NABP? ReGa TMEM106A
LpcaT1 nAGS LB TMEM100
AT NAMPT == TmEm1s
LRBA NAMPTPL [RFK TmEm1268
LRHa nARST REXAP TMEM1aA
LRvP nase Recc TMEM159
LRP11 NATI0 RGMA TMEM165
LeRCs TMEM176A
AbGRA3 ot LRRC5E TMEM186
ADGREL _|CTDSPL LRRCEB TmEM201
Lsm10 TmEm222
LTer TmEm26s
61 PIGV swims |ves72 carnz RITAL TmEmase
LYRM9 P3G |swPD3  |wonpi |capring FAM184A  |iamB2 ncoa? RuM TmEmeac
PiLrA sms e FAM186B |LAmct [NDE1 RMNDI TMEMES
g [smin woR?  [caRwMTi  [eAm210a  [ianc NDFIP2 RNASE2 IMEM70
FAM2200 TvEMSS
FAM221A TmEMOL
crsTviL FAM2418 TmEMS7
AMPDI |CYTHa MAN2CL PKNOX1 FAMS0B Mt
ANAPC7|cvTOR MANBAL PLAZGIS wse2 ccoc17  |pamsap TnFAIPS
vy DACTL Es1 MANEA PLAZG6  |snHGl7 |wwez  |ccocize  |ramesct TnFAPs
ANKRD338|DARS2 HEYL MANEAL PLce1 sNHG7 |xpo1 ccoc127  [ramosa  |urpi2 NETL RNF165 TnFRSF 108
ANKRD36C _|DCaFa HoH1 [ MANE Pic2  |sNRKcAs1 |xpos cociar|rance LHFPL6 NFE2LL RNF166 INFRSFE
ANKRD44 | DCAKD HIGDIA MAoA o3 SNRNP2S |xpOT ccociaas  |parap Liipp NFKBID RNF181 INFSF1L
Anxas DCUN1DA [ MAPILGA |pLek SNRNPAO | yARST ccocias  |reny INFSF12
MAP2K6 ccoc17 Fexis INFSF13
MAP3K20 ccocior  |rexozz TNFSF14
MAPIKICL | pLEKHG3 ccoces FBX033 TNFSFO
MAPKsIP3 |pLing SNxpop2 ccoczan |roar TP
LMar|pmaiPL |soo1 car FCERIA LINC00200 ey
APoL2 DEGS1 HOTAIRM1 _|MaARs2 Pvm1 |soo2 caz FCGRIB LINC00299 POt
AQPo DELEL HPs6 MAST2 PNPLAE |sox12 conal ForLs LINC00324 ToMM34
MAST4 PoDN SPATAG cons1 FDETL LINC00342 ToMMaoL
FEs LINC00672 TomMMe
FFARY 10x
FGDe TNt
Fro LINC00893 1opp
= LiNC00921 ToRAL
FLADL LINC00954 ToRn
LT3 LiNC00987 TrABD2A
FuTa LINC00989 TRAPPCIO
FLVCRI UNC01137 | NOTCH2NLC |Res2p32 TRAPPC3
Emn UNC01220  [NOxA1 RPUSD2 TREMLY
Fmos Uncoas:  |neL RRP36 TReRFL
ENDCA LINC02084 RRP7A TREXL
FNTA UNC02432 rrc TRIM16L
iF116 FOLRS LINC02693 rTL10 TrIM3S
Docke IFITM3 ZNFa16 FOXD2AS1 |unco2723 RTNL TrIM36
DOLPPL \GF28P2 ssnai[znrazo Foxna TrioBP
Donson = METAPL PRCP ST36ALA |ZNF433-AST |cDS2 Foxo3 TRIPG
DPEP2 1G53 METAP1D PROM11 |sT7 ZNFaa3  |cpe3 PR3 TRIT1
DPM2 111RA METTLI4DT |pROMS  [STACS Nea73 |cos2 FRATL RS2 SAMDAA  |1RMTIOC
ARsG DPY30 1126 METTI26 pres STARDIO |zNFasa |cocizs FTCONLL TRMT618
DRAML 1L186P METTI2A PREUD? |STATSA  |zwesien |cocase FUBPL TRMU
DRG1 METTL7A pREPL [sTip1 INFs26 TRUB2
DTNBPL MFAP3L PROSER? _|STKI0 INFsss  |cocazeri  |cos2 TspANs
prwo1 MFSDS PRPF10  |STMNI  |zneseze  |cocasser  |camt Tspans3
DUSP7 Mica pRes2 |straa INFes3 |cocet GaRST TsPvia
buses MicALL PRPSAPL |sTX16 INF691  |com23 GasALL Tsr1
ovi2 MINK pRRG4  |suaca  |znF706  |coke GATM a1
DYNILRBI MIRI7HG PsMA3  |sucey  [zwezn cDKoaPy  |cBea i3
|pzies ZnF7a coknzC am Q1A
261 ZNF7ssp Gona Trc24
2r6 MMP10 GoAPL SERPINE2 |TTC38
EAF MOB3C psmG3 |suziz Ines23  [covt GEMING SERPINGI _|TTCOC
EARS? 1o MoNIA | syt Znre3 ceepE GEMINS = B
1TGAg | mpp3 PSTPIPL _|syNGR2  |znre31  |cenpeDIP1 |cEMmine sexn s
\TcAL | mpps PTG |szr2 ZNRD2 cepi28 GeT1 ooct SHIBGRL __|TTPAL
vpp7 PTGERs  |1BCIDIOB |zscanai |cep1o GFER OGFODI |sh3gp2 TuBBAB
MPV17L2 PTGES3  |TeciDis P20 GoH Loc1053710s8[oumAUNC  [sHisaza  |TuBse
11687 MEM1 B TBC1030 crAP20s  |GeTs Loc105371088[opHNI SHMT2 TUBEL
ITPRIPLL MRPL1S TV 1812 CGAS. Gina Loc10s372511[oRoB11  |sHa1 TuLP3
1TPRIPL MRPL34 PTeNe |TBL3 chasi Gint L0C1053729%0| ORAIL SiaH2 TuscL
MRPLAL PTG |TCEALS cnct Gins1 Loci05373331[0RCL SIGLECT Tusc2
MRPLA3 pure Tcp CHAF1B Gins3 Locios373711fosepin|sipail Twse1
MRPS11 pus1 TaRcL o6 = Loc105373780] 05BPLS sipA1ls Txuna
MRPS16 PvRIG  |rcpiuut ey My Loc10537a7a6| 05w sirpA xwocis
[ MRps2 PYcaRD |ToP2 cHic1 Gmps LoC105376486PALLD sirT1 TXNDCO
[ MRPs24 T crsT14 [ L0c105377016[pALM2AKAP2 [siRTE X
caping GNPDA2 10105378620[ pARDGB skap1 Tvro3
e GOLGAPS |Loc107984026[pARP16 siep uBA7
cLoNDL GolGABA _|Loc107984952|paRps sLc1aa1 UBALDI
clecize Goleasm |ioc sici6n1s  |useaT
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ANEXO 12. Lista de DEGs (828) exclusivos en NEG en la dinamica 0 vs 6
horas pi.

828 DEGs exclusivos en NEG en la dinamica O vs 6 horas pi (Foldchange > 2)

ABCD1 EMILIN2 LOC729737 [RRBP1 CCNH IcA1 OAs1 STOML1 YTHDE3
ABHD14A |ENG LREN2 RRM1 CCR2 IF1a4 OAs2 SUPT6H ZBED3
ABLIM1 ENHO LRMDA RRN3P1 CCR3 1F16 OAs3 SYNJ1 ZC3H12C
ACADM ENPPS5 LRRC20 RRN3P2 CCR4 IEIT2 ORC5 SYNJ2 ZC3H12D
ACHE EPBA1L3 LRRC32 RRP15 ccsap IET81 OSBPL3 SYTL3 ZC3HAV
ACOD1 EPS8 LRRCAS RSAD2 CD109 IGHA2 OSCAR TAPT1 ZDHHC11
ACOT7 ERBB3 LRRC8C RSRP1 CD300LE IGLONS oxcri TBC1D27P |zDHHC14
ACOTO ERI3 LSM6 RUBCNL Ccbs IGLV7-43 OoxLD1 TBLIXR1 ZEB2
ACTR1B ERRFI1 LTBPA RWDD2B cD70 IGSFoB PADI4 TBRG1 ZFPM1
ACY1 ESAM LTE S100A10 cb74 IL13RAT PAKL TCEALA ZHX2
ADAM19 ETS2 LTK 5100A12 cbo [TET) PALD1 TCF3 ZNF101
ADGRE2 EXT1 LTVl 100A2 cDcas TEVN PAOX TCF7 ZNF133
ADM F2RL1 LUCAT1 AMD10 CDKN2AIPNLIL1B PAPSS2 TCTEX1D2 [ZNF135
ADMS E3 LyLl SAMDIL CEACAM21 |IL1IRAP PARPS THAP2 ZNF154
AFAP1 EAAH2 MACO1 sbc3 CEACAMS6 [I1L23A PARPBP THNSL1 ZNF22
AGAP9 FADS3 MADI1L1 SDK2 CEACAMS  [IL36RN PDE6D TIGIT ZNF250
AGEG2 FAHD2B MAGEF1 Ec14L1 CEBPA INPPSA PDE7A TIMP1 ZNF266
AGMAT FAM102B |[MAL EC16. CEP78 INPPSK PDESB TINAGLL ZNF32
AGO2 FAM216A |MAMLL EC22B4P |CERS4 INSM1 PDGFA TLEL ZNF335
AHDC1 EAM222A |MAMLDL EC24D CERS6 1QGAP3 PDLIM1 TLE3 ZNF444
AlF1 FAMA49A MAN2A2 ENMAA4D CES1 IRF6 PDLIM7 TLEA ZNF503-AS2
AKRIA1 EASN MANBA SERINC3 CHD2 IRGQ PDZD8 TLR2 ZNF544
AKR1C1 EBRSL1 MAP1S SERPINB2 |CHN2 IRS1 PERP TLR6 ZNF605
ALDOC EBXL19 MAP3K10 |SERPINB4 |CHP1 ITGA6 PEX11A TMEMI127 |ZNF697
ALG8 EBXO10 MAPA SERPINB8 |CHRM3-AS2[ITGBS PGAP1 TMEM158 |ZNF702P
ALPK1 EBXO11 MAP9 SERPINB9 |CHST15 ITPKB PGP TMEMI160 |ZNE837
ALPK2 EBXO6 MAPK11 SERTAD1 CLDNS ITPRID2 PHF1 TMEM163 |ZSWIM9
ANK3-DT EBXW7 MARCKSL1 [SESTD1 CLECAA JAKMIP1 PHF1 TMEM181 [viPMa
ANKRD36 |FCGR2B MB21D2 SE3A1 CLECSA JAKMIP2 PHF20 TMEM184B
ANKRD36B |FCRL3 MBLAC2 SEXN3 CLEC6A JARID2 PHLDB1 TMEM187
ANKRDSO |FCRLB Mccc1 SGCD CLECL1 JDP2 PHYH TMEM192
ANKS6 EDXR ME3 SGsMm1 CLMN JMID6 PIGN TMEM218
ANP32A FEZ1 MEAK7 SH2B2 CLNS1A JOSD2 PIGQ TMEM273
ANTXR2 EGFR1 MECR SH3BGRL2 |CLSTN3 KANKI PIGT TMEM35B
APBB3 ELNB MED16 SHB. Ly KCTD17 PIGY TMEMA1B
APLP2 ENBPA MEX38B SHE CMPK2 KCTD20 PIK3C2B TMEMS1
APOBEC3C |FNDC3A MESD3 SIDT2 CMTMS KIAAO753 |[PIM3 TMEMS6A
APOBEC3D |ENIP2 MGLL SIGLEC14a  |CNN2 KIAA1324  |PINA TMEMO
APOBEC3H |FOXP4 MICALL2 SIK2 CNNMA KIAA13241L |PLA2GAA TMIGD2
ARAP1 FRMD4B MICOS13 SIK3 CNOT2 KIF21A PLAT TMTCA
ARAP3 FZD1 MIR3142HG [SIPAILL CcoL6A1 KIF21B PLXND1 TNFRSFE11A
ARHGAP18 |GABARAPL1|MMP17 SIT1 coLea2 KIFC3 PMIM2 TNFRSF13B
ARHGDIB GADD45A [MMP7 SLA2 copa KIR2DS1 PNP TNFRSF1A
ARHGEF28 [GALNT11 MPP1 SLAMF6 coq2 KLES PODXL TNESF15
ARHGEF7 |[GALNT3 MRAS LC12A2 coqa KLHL17 POLD1 TNNTL
ARL6IPS GBF1 MRPL24 LC12A CcPD KNDC1 POMGNT1 |[TNS3

RMCO GCKR MSAA4E LC12A CR2 KRT17 POR TOB1
ARRB2 GDPD5 MSRB1 SLC16A3 CRIP1 KRTS PPBP TOGARAM2
ARRDC3 GFl1B MT2A LC1A4 CRNDE KRT81 PPCDC TOP2A
ARV GEPT2 MTG1 SLC1A7 CRTAM KRT86 PPEIBP2 TOR4A
ATGAC GIMAP2 MTMR11 SLC22A15 |CRYBG1 LACC1 PPP1CB TOX2
ATG9A GlPC1 MTSS2 LC22A1 CSGALNACT]LACTB2 PPP1R13B |[TPGS1
ATP1A3 GLRX MTX2 Lc22A23 |csTA LDAH PPP1R16A |TPM4
ATP1B3 GNA11 MUCL1 SLC25A37 |CTH LDB1 PPP1R35 TPPP3
ATP6VOE2 [GNA12 MVB12A LC25A42 [CTNNB1 LEF1 PPP5C TRADD
ATP8B4 GNBS5 MYBL2 LC25A43  |cTSB LETM2 PRIMPOL TRIB3
ATPOA GNG14 MYBPC3 SLC2AS cTsB LGMN PRKAR2A  [TRIM24
B3GAT3 GP1BB MYEF2 LC35E4 CTsw LGR6 PRNP TRIM38
B3GLCT GP9 MYHO SLC38A3 CTTNBP2NL [LIN7B PRRT4 TRIM6E2
BACH2 GPATCH2L |MYO10 LCa3A2 CcxcL2 LINC-PINT [PSD TRMTS
BAX GPD2 MYOS5A LC5A6 cxcL3 LINCO0158 [PSMEA4 TRPS1
BCAR3 GPR141 MYOF LCoAl CXCL8 LINCOO656 |PTCRA TRPV3
BCOR GPR155 NABP1 SLCoA7P1  |cvBS61 LINCOO665 |PTDSS2 TSACC
BET1P1 GPR160 NAGLU Lcoaca CYPAE3 LINCO1094 |PTGR2 TSC22D1
BEX1 GPSM2 NAT14 SLEN11 CYSLTR1 LINCO1215 |[PTGS2 TSEN15
BFSP1 GRAMDI1B |[NBPF10 SLPL DAAM1 LINCO1283 |PTPNZ TSENS4
BMPRI1A GRHL1 NBPF14 SMAD6 DARS1 LINCO1504 |PTPRN TSPAN17
BORCSS5 GRM2 NBPF26 smca DCXR LINCO1786 |[PWWP3A [TSPAN2
BRAF GTF21P13 |NCEH1 SMIM30 DDB2 LINCO1963 |PXK TSPYL2
BRD1 GTE3A NCOR2 SMOX DDR2 LINCO2595 [PXMP2 TTC3
BRD2 H2BC17 NCR3LG1 [sMuUG1 DDX12P LIX1-AS1 Qsoxa ITCco
BRD4 H3-2 NDST1 SNCA DDX58 LOC1001333|RAB3D TTTY15
BRPF3 HAPLN3 NDUFB7 SNHG15 DDX60 LOC1004191|RAB43P1 TUBA4A
BTBD11 HBA1 NECTIN1 socs3 DENNDSA [LOC1005060|RALGAPAL [TUET1
Ci2orfa2 HBA2 NEILL sOocse DHCR7 Loc1 nnsosai RAPH1 TUTZ
Cil2orf60 HBB NEATS sOs2 DIAPH2 LOC1009967]R L1 TXK
C5AR2 HCG18 NFATC1 soxa DIRAS1 LOC1019298|RASSF7 UAPL
CACNAIG |HDAC11 NIBAN2 soxs DIXDC1 LOC1026064|RBFOX2 UBE2E2
CACNA2D2 |HDDC2 NIPAL3 SPAG16 DMAC1 LoCc1027235[RBMA43 UBE20
cAMP HELZ NIPSNAP1 [SPAG4 DNAJAA Loci1027236{RBMS UBN2
CAMTA1-DT |[HGSNAT NKD1 SPAGO DNAJC19 LOC1027237|RBPS UBR4
CAPN2 HHEX NLRC4 SPATA9 DNALL LOC1053694|REEPA UGCcG
CAPRIN2 HHIPL2 NME3 SPINK1 DNAL4 LOC1053730{RELLL ULBP2
CARD6 HID1 NOCT sPP1 DNMBP LOC1053736|RFESD ULK1
CARS1 HIP1R NOTCH2 SPRED2 DOK2 LOC1053750|REX2 UPK3A
CASP17P HK2 NOTCH2NLB[SPRYD7 DOP1A LOC1053757|RHBDD2 uQcca
CAVIN1 HLA-A NOTCH3 SPTBN1 DPM3 LOC1053759|RHBDE2 UQCR11
CCbci102 HLA-DRA NPC2 SPTBN4 DPYSL4 LOC1053767|RHOBTB1 |VIPR2
ccbcie HLA-DRB1 |NPHP4 SRC DTHD1 Loc1053772[RIOK3 VMOl
ccpc34a HLA-F NPIPB4 SRCAP DUSP23 LOC1053772|RN7SL2 VRK2
ccbcss HMGCL NPTX1 ssasL1 ECE1 LOC1053777|RNASEH1-AJVSIG1
ccbcsse HNRNPULL [NRCAM SSH1 ECHS1 LOC1053789|RNF122 VWCE
ccbco3s HOMER1 NSL1 SSTR3 EDEM3 LOC1079842|RNF149 WARS1
ccLa HOMER3 NSME sT14 EDN1 LOC1079843|RNF168 WASHC3
ccLio HPF1 NUDT1 ST6GALNACJEEF1IAKMT1 [LOC1079844|ROBO3 WDR62
ccL2 HRH4 NUDT16 ST8SIAL EGR1 LOC1079866|RPH3A WDR92
cCL20 HSCB NUMA1 STARD4 EGR2 LOCc1079872|RPLOP29 WDYHV1
ccL24a HSD17B6 NUMBL STK24 EHD4 Loc1122682|RPLP1P1 WNT10A
ccLaty HSPA2 NUPO8 STK40 ELF4 LOC284191 |RPS26P25 |WNT11
CCND2 HSPB11 NXF1 STN1 EMD LOC653303 |RPSAPS58 WwsB1
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ANEXO 13. Lista de DEGs (1329) compartidos en NEG y CRO en la dinamica

0 vs 6 horas pi

en CRO y NEG en la dinamica 0 vs 6 horas pi
TNFRSF18
TNFRSF9

ZDHHC16
ZDHHCO

INFSF10
TNFSF138 FP36L2
[TNFSF8 zmiz1
ZMYND19
TNRC18 ZNF10
ZNF143
ZNF185
TPS3INP2
[TPCN2
TPI1
TPM2
TRAF1
ADGRE4P _|CLYBL GIMAP7 |LsT1 PDCD2L  [sDC2 TRAF2
ADGRES __|CMIP GivAPg [LTAH PDCD4-AS1 [sDCA TRAPPCO [Cliorf21
ADHFEL |cMTMB  |GJB2 Lvek PDCDS SDF21  |TREM1  |cliorfos
ADO cnoTeL  [GIB6 LY86 PDE2A SDHAFL _ [TRH C150rf39
ADORA2A |COA3 ks Ly PDEAA |iDHAF3 TRIM16 |Cl7orf5g
ADRA2B _|cOA4 Glo1 LYpD2 PDE4B SECIAL2  [TRIMA7 _|Ci9orf3g
ADRB2 |cOA6 GLRX3 LYpD3 PDE4D SEC31B  |TRIMS8  |C19orfag
ADTRP CoA7 GLRXS LYSMD2 __[PDEADIP _[SECTM1 _[TRIM65 _ |C1QA
AEN couAl  |eltipt vz SEHIL TRIPIO  [Clorf109
AFF3 colon |GLuL MACCT SELENOK |TRMT61A |Clorf122
AFF4 cou GNA13  |MAD2L2 SEMA3C  [T5C2202 |Clorf216
AGAPT _|COPRS GNA1S | MADD SEMAA |Tsc2203 @3
AHCY ot GNG10 |maAFB TSPAN13  [C3AR1
AHNAK | CPEB2 GNG7 MALTL _[pOXP SEMAGB |TSPAN32
AIEM2 cPea GNGs MAMI3  [pozDA lgmmo TsPAN4
AKa CPPEDI  |GNL3 MAP3K2 [PECAM1 |SERINCS |TS5PO
AKS cPq GNPDA1 | MAP3K21 |PELIZ |sERPINAT |TSR3
AKAP12 |cPVL GNPNAT1 |MAP3K8 |PELI3 SERPINEL |TTC4
AKNA CR1 GOLGASB |MAP7D3 _|PER1 SERPINF1 _|TTLL1D
ALCAM _|CREBBP  |GPAT2 MAPK7 [PER2 SERPINHI | TTYH2
ALDHIAL _|CREG1 GPAT3 MARCO  [pES1 SESN3 TTvH3
ALDH1A2 | CREM GPATCH4 | MARVELD1 [PF4 |S_ﬁ TuBA1B
MBD3 SE

KONMB1 |NENF RALGPS2 |SURF4
KNQL NETO1 _ |RAN susb1
£102 RANBP1 _|SVAP1
KDM6B  |NEURLL  |RANBP?  [SYNE3
KDSR NFAM1
KEAPL NFE2L3

RARA TAF4B

RBKS TBXAS1
RBM38  |TCN2
RBP7 TCP11L2
VB RCAN1  [TENT4B
RCAN2 TENTSC
[NME2 RCN1 TES
RCORL _|TESC
|noD2 — [Rrecs TET2
INOG RELT TEX10
REX02 TFAP4
NOLCI  |RGL1 TFB2M
RGS1 TEPI2
RGS12 TGFB1
Gs13  [rcrel
GS18 TGFBR3
RGS2 THBD
RHBDD3 _|THEM6
RHOB THEMIS2
NQO1 RHOBTB3 |TIFA
LiMs1 RIC3 TIMM10
LINC00926 1LPL2 TIMM13
LINC01001 |NR2F6 __|RIN1 TIMM23
LINC01679 [NR4AT  [RIN3 TIMVBA
LIPN. NRAA2 RIOX2 TIMP2
LITAF NR4A3  [RNASE6 |TIPARP
LLGL2 NRARP  [RNASET2 |TKTLL
LVANZL _|NRGN RNF125  [TLCD3A
LMNA [NRIP1 RNF130 TLR1
LMNB2 [NRIP3 RNF152 TLR4
L0C1019283|NRP2 RPARP-AS1 [TMA16
LOC1019284NSDHL [RPF2 TMCC3
10C1019298NUDCD1_[RPIA TVED3
LOC1027239|NUP42 RPL21P16 |TMEM101
RPL22L1  |TMEM106C
[RPP2S TMEM144
10c1053711[0CIAD2 _ |RPTOR | TMEM147
L0C1053716]0DF38 |RRAD TMEM1708
10C1053733]0GDH RRAGD _ |TMEM175
10C1053743]0LIG1 RRM2 TMEM1768
101053748]0LR1 RRM2B _ |TMEM250
787842 10C1079848]05BPLI0|RRPL TVMEM71
787843 10C1079872|0SGIN1 __|RRPY TMEMBs
ZCCHC24 10C1122680[OXSR1 __|RRS1 TMSBAY
ZDHHC118 LOC154761 [P2RXL RTPa VXL
ZDHHC16 LOC155060 RUSC2  |TNFAIP2
DUSP3 ZDHHCY LOC200772 [PA2G4 RUVBL2 INFAIP6
BICDLL zEp36 LOC653513 [PABPCIL _|RXRA TNFRSF12A
ZFP36L2 10729218 [PACCL 5100A4  [TNFRSF13C
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ANEXO 14. Comparacion en busqueda de DEGs antagonicos en la dinamica
0 vs 6 hpi.

Genes Antagonicos en las 0 vs 6 hpi en la interaccion T.gondii PBMCs humanos

UP CRO (1365) 06 vs DOWN (1289) NEG 06 UP NEG (898) 06 vs DOWN CRO (1289) 06

UpCro06 UpNeg06

DownNeg06 DownCro06
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ANEXO 15. Articulo publicado (2) en la revista Experimental Parasitology.

Experimental Parasitology 219 (2020) 108020

B Contents lists available at ScienceDirect

3 Experimental Parasitology

EI.SEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yexpr

Check for
updates

Human peripheral blood mononuclear cells as an ex vivo model to study the
host parasite interaction in Toxoplasma gondii

Alejandro Acosta-Déavila, Alejandra Acosta-Espinel, Alejandro Hernandez-de-Los-Rios,
Jorge Enrique Gomez-Marin

Grupo GEPAMOL, Centro de igacic iomedic Facultad de Ciencias de La Salud, Universidad Del Quindio, Colombia




ANEXO 16. A. DEGs ” hipotéticas en T. gondii

222 DEGs DOWN hipoteticos de T.gondii en PBMCs-h NEG 0 h vs 1h
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TGGT1 217610

TGGT1_319580

TGGT1_214990

TGGT1_230900

TGGT1_212780

TGGT1_272155

TGGT1_247040
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TGGT1_205050
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Continuacion anexo 16. B: 163 hipoteticas NEG RHO1 UP

TGGT1_256650

TGGT1_294990

TGGT1_205740

TGGT1_313055

TGGT1_409250

TGGT1_295100

TGGT1_204010

TGGT1_219742
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TGGT1_204000
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TGGT1_241710

TGGT1_295440

TGGT1_202445
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TGGT1_212725

TGGT1_208830
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TGGT1_217400

TGGT1_301480A

TGGT1_209020
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TGGT1 221630
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TGGT1 264140

TGGT1_246995
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TGGT1_285800

TGGT1_358240
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TGGT1_298040
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TGGT1_262970

TGGT1_250500

TGGT1_254820
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Continuacion anexo 16. C: 99 DEGs DOWN NEG RH 16
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Continuacion anexo 16. D: 90 DEGs hipotéticas NEG RH 16 UP
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Continuacion anexo 16 . E: 301DEGs DOWN hipotéticas NEG RH 06
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TGGT1_261740

TGGT1_313380

TGGT1_287430

TGGT1_265420

TGGT1_213920

TGGT1_273850

TGGT1_258970

TGGT1_313430

TGGT1_296231

TGGT1 264990

TGGT1_287235

TGGT1 272155

TGGT1 258360

TGGT1 313940

TGGT1_411500

TGGT1_264830

TGGT1_286230

TGGT1_271370

TGGT1_257550

TGGT1_314265

TGGT1_358120

TGGT1_287970

TGGT1_285780

TGGT1_271270

TGGT1_257070

TGGT1_315100

TGGT1_221250

TGGT1_288280

TGGT1_285650

TGGT1_270150

TGGT1_256030

TGGT1_316710

TGGT1 297120

TGGT1 289120

TGGT1_238390

TGGT1_269340

TGGT1_227980

TGGT1 216285

TGGT1_297410

TGGT1_289370

TGGT1_238410

TGGT1 268400

TGGT1_227880

TGGT1 215950

TGGT1_220930

TGGT1_291075

TGGT1_239050

TGGT1_268260

TGGT1_226690

TGGT1_309910

TGGT1_221690

TGGT1_291170

TGGT1_240365

TGGT1_268240

TGGT1_226660

TGGT1_310210

TGGT1_222100

TGGT1_ 210345

TGGT1 242080

TGGT1_360740

TGGT1_225200

TGGT1 310235

TGGT1_222330

TGGT1 305270

TGGT1_242740

TGGT1_200410

TGGT1_225120

TGGT1 310650

TGGT1_222440

TGGT1_306010

TGGT1_244080

TGGT1_280670

TGGT1_225105

TGGT1_311070

TGGT1_297070

TGGT1_279320

TGGT1_244130

TGGT1_280522

TGGT1_224980

TGGT1_311140

TGGT1_297180

TGGT1_288265

TGGT1_244230

TGGT1_280400

TGGT1_224070

TGGT1_312670

TGGT1 297690

TGGT1 289150

TGGT1_ 244260

TGGT1 205370

TGGT1 365100

TGGT1 313780

TGGT1_297790

TGGT1_289910

TGGT1_244720

TGGT1_205360

TGGT1_235370

TGGT1_314515

TGGT1_297830

TGGT1_290225

TGGT1_238895

TGGT1_203930

TGGT1_235690

TGGT1_314670

TGGT1_252450

TGGT1_292070

TGGT1_239410

TGGT1_203300

TGGT1_235720

TGGT1_315123

TGGT1 253370

TGGT1_ 305470

TGGT1 242670

TGGT1_203250

TGGT1_236850

TGGT1 315290

TGGT1 253830

TGGT1_293030

TGGT1_ 243200

TGGT1_ 202730

TGGT1_237270

TGGT1_315470

TGGT1_253990

TGGT1_293270

TGGT1_244250

TGGT1_202520

TGGT1_214430

TGGT1_360650

TGGT1_254290

TGGT1_293330

TGGT1_229280

TGGT1_281590

TGGT1_227320

TGGT1_316260

TGGT1_252880B

TGGT1_293540

TGGT1_229770

TGGT1_282070

TGGT1_226670

TGGT1_216053

TGGT1_252880A

TGGT1_ 294970

TGGT1 229900

TGGT1 206540

TGGT1 226350

TGGT1 299995

TGGT1_253100

TGGT1_295620

TGGT1_230230

TGGT1_206460

TGGT1_225000

TGGT1_217360

TGGT1_253140

TGGT1_294025

TGGT1_230340

TGGT1_205680

TGGT1_224710

TGGT1_217530

TGGT1_253560

TGGT1_294400

TGGT1_230850

TGGT1_205050

TGGT1_224680

TGGT1_217630

TGGT1_254135

TGGT1_294680

TGGT1_230900

TGGT1_204880

TGGT1_224540B

TGGT1_ 245580

TGGT1_254910

TGGT1_294730

TGGT1 230940

TGGT1_204270

TGGT1_224540A

TGGT1_247450

TGGT1_254960

TGGT1_294790

TGGT1_233370

TGGT1_204150

TGGT1_224140

TGGT1_248720

TGGT1_299250

TGGT1_295380

TGGT1_233430

TGGT1_203682

TGGT1_224000

TGGT1_250700

TGGT1_299130

TGGT1_ 207750

TGGT1_233490

TGGT1_203480

TGGT1_ 234400

TGGT1_251857

TGGT1 320515

TGGT1 208510

TGGT1 273080

TGGT1_ 202450

TGGT1_234540

TGGT1_ 278815

TGGT1_320470

TGGT1_321650

TGGT1_271400

TGGT1_202200

TGGT1_235420

TGGT1_308010

TGGT1_320080

TGGT1_321600

TGGT1_271260

TGGT1_201860

TGGT1_235940

TGGT1_308075

TGGT1_318390

TGGT1_212780

TGGT1_271000

TGGT1_201240

TGGT1_236060

TGGT1_218500

TGGT1 318380

TGGT1 213115

TGGT1_270720

TGGT1_281575

TGGT1_ 237290

TGGT1 218270

TGGT1_211600

TGGT1_213560

TGGT1_269075

TGGT1_281960

TGGT1_214510

TGGT1_218000

TGGT1_211280

TGGT1_213790

TGGT1_268182

TGGT1_262950

TGGT1_214750

TGGT1_217610

TGGT1_301420

TGGT1_287240

TGGT1_229260

TGGT1_261960

TGGT1_214990

TGGT1_245740

TGGT1 319520

TGGT1_286928

TGGT1_230000

TGGT1_260580

TGGT1_215550

TGGT1_ 246450

TGGT1 318525

TGGT1 286540

TGGT1 230350

TGGT1 259060

TGGT1_309720

TGGT1_ 246610

TGGT1_318360

TGGT1_220208

TGGT1_230860

TGGT1_258860

TGGT1_309920

TGGT1_247040

TGGT1_318290

TGGT1_277880

TGGT1_230870

TGGT1_257970

TGGT1_310240

TGGT1_248445

TGGT1_211660

TGGT1_277490

TGGT1_232020

TGGT1_257430

TGGT1_311770

TGGT1_248900

TGGT1 278580

TGGT1_ 249570

TGGT1 232260

TGGT1 255450

TGGT1 311905

TGGT1_ 249540

TGGT1_278130
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Continuacion anexo 16. F:

212 DEGs UP hipoteticas NEG RH 06 UP

TGGT1 322110

TGGT1 288945

TGGT1_271250

TGGT1_255490

TGGT1_277560

TGGT1 212725

TGGT1_289000

TGGT1_271070

TGGT1 255170

TGGT1_276830

TGGT1_212735

TGGT1_210490

TGGT1_270230

TGGT1_228370

TGGT1_276810

TGGT1_410090

TGGT1_210450

TGGT1_270130

TGGT1_225098

TGGT1_218910

TGGT1_323320

TGGT1 305910

TGGT1_ 269130

TGGT1_ 224940

TGGT1_ 218350

TGGT1_323310

TGGT1 306550

TGGT1_ 281030

TGGT1_ 224570

TGGT1 217370

TGGT1_301690

TGGT1_293780

TGGT1_206320

TGGT1_223800

TGGT1 245432

TGGT1 411270

TGGT1_293790

TGGT1_206290

TGGT1_211880

TGGT1_246995

TGGT1_212420

TGGT1 294410

TGGT1_ 202440

TGGT1_235960

TGGT1_248750

TGGT1_411390

TGGT1_294980

TGGT1_ 202010

TGGT1 237170

TGGT1_ 249010

TGGT1_365480

TGGT1 295100

TGGT1_ 281380

TGGT1_ 225350

TGGT1_ 249890

TGGT1_222030

TGGT1_209700

TGGT1_282030

TGGT1_225090

TGGT1_250720

TGGT1_297270

TGGT1_209720

TGGT1_282130

TGGT1_224845

TGGT1_278960

TGGT1_297340

TGGT1_209755B

TGGT1_206300

TGGT1_ 224180

TGGT1 278170

TGGT1_297710

TGGT1_321590

TGGT1_205740

TGGT1 224100

TGGT1_ 277930

TGGT1_297900

TGGT1 321430

TGGT1_204350

TGGT1_236800

TGGT1_277060

TGGT1_298050

TGGT1_209020

TGGT1_204010

TGGT1 237450

TGGT1_248430

TGGT1_222060

TGGT1_213580

TGGT1_204000

TGGT1_214540

TGGT1_249040

TGGT1_222080

TGGT1_213880

TGGT1_203600

TGGT1_311810

TGGT1_249660

TGGT1_222260

TGGT1_287270

TGGT1_203350

TGGT1_313130

TGGT1_249790

TGGT1_298040

TGGT1 286570

TGGT1_203290

TGGT1 313250

TGGT1_ 278840

TGGT1_276220

TGGT1 285210

TGGT1 202445

TGGT1_313640

TGGT1_262660

TGGT1_253350

TGGT1_213067

TGGT1_202430

TGGT1_313660

TGGT1_262450

TGGT1_254820

TGGT1_286760

TGGT1_202190

TGGT1_314480

TGGT1_261650

TGGT1_252280

TGGT1_286510

TGGT1_ 264220

TGGT1_315510

TGGT1_258820

TGGT1_252310

TGGT1_ 286050

TGGT1_263633

TGGT1 316510

TGGT1_ 257000

TGGT1_252630

TGGT1_238150

TGGT1_263240

TGGT1_216410

TGGT1_232650

TGGT1 253710

TGGT1_239752

TGGT1_262900

TGGT1_309860

TGGT1_233180

TGGT1_320750

TGGT1_240400

TGGT1_261730

TGGT1_310250

TGGT1_233610

TGGT1_320530A

TGGT1_240520

TGGT1_261075

TGGT1_310840

TGGT1_233870

TGGT1_320530B

TGGT1 240810

TGGT1_260490

TGGT1 312500

TGGT1 273720

TGGT1_211070

TGGT1 244400

TGGT1_260400

TGGT1 312618

TGGT1 304930

TGGT1 210810

TGGT1_238930

TGGT1_259600

TGGT1_312820

TGGT1_279340

TGGT1_318640

TGGT1_240580

TGGT1_258730

TGGT1_313055

TGGT1_265030

TGGT1_ 211030

TGGT1_ 242820

TGGT1_258590

TGGT1 313710

TGGT1_287960

TGGT1_301460

TGGT1_243940

TGGT1_257755

TGGT1_216700

TGGT1_288550

TGGT1_237880

TGGT1 272660

TGGT1_257540

TGGT1_300160

TGGT1 248180

TGGT1 279410

TGGT1_272383

TGGT1_256700

TGGT1 219742

TGGT1_248190

TGGT1_279345

TGGT1_271320

TGGT1_255400

TGGT1_218340

TGGT1_262970

TGGT1_267670

TGGT1_270220

TGGT1_264200

TGGT1_217555

TGGT1_262935

TGGT1_266372

TGGT1_269315

TGGT1_264150

TGGT1_245520

TGGT1_230705

TGGT1_265170

TGGT1 268790

TGGT1_ 263440

TGGT1_ 245980

TGGT1 291150

TGGT1 264748

TGGT1_230510
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ANEXO 17. Distribucion cromosoémicas (A: DOWN y B: UP) de los DEGs
presentados por Toxoplasma gondii en la interaccion con PBMCs-h negativos
en un modelo ex vivo.

A 169 DEGs DOWN en NEG 0 vs 1hpi 182 DEGs DOWN en NEG 0 vs 6hpi

- [ . -

Oremme ] W lgh O Geetacatons

88 DEGs DOWN en NEG 1 vs 6hpi

Chvomosome  IF #Genes Legth @  Gena Locations.

1 1237

2527423

3030196

w7702

2257027

3 1801710

B 145 DEGs UP en NEG 0 vs 1hpi 292 DEGs DOWN en NEG 0 vs 6hpi

LT L T p— pa— Crmane [t g O GoneLocatans
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ANEXO 18. DEGs de T. gondii expresados a la baja en la interaccién con

PBMCs crénicos entre la primera y la sexta hora pi.

gene log2(fold_change) Product Description

TGGT1_363030 -2.12502 rhoptry protein ROP8
TGGT1_295110 -2.12262 rhoptry protein ROP7
TGGT1_411430 -2.021 rhoptry protein ROP5
TGGT1_356400 -1.92934 cAMP-dependent protein kinase
TGGT1_297960B -2.19935 rhoptry neck protein RON6
TGGT1_297960A -2.33013 rhoptry neck protein RON6

TGGT1 253380 -2.01461 AP2 domain transcription factor AP2[11-2
TGGT1_318470 -2.79346 AP2 domain transcription factor AP2IV-4
TGGT1_291960 -2.21086 rhoptry kinase family protein ROP40 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_305590 -2.63203 ABC transporter transmembrane region domain-containing protein
TGGT1_306060 -2.09957 rhoptry neck protein RON8

TGGT1_ 293240 -1.49462 triacylglycerol lipase
TGGT1_294610 -1.91644 putative histone lysine methyltransferase, SET
TGGT1_295125 -2.35018 rhoptry protein ROP4
TGGT1_209050 -2.42609 Tyrosine kinase-like (TKL) protein

TGGT1_ 286590 -1.88353 microtubule associated protein SPM2
TGGT1_239830 -2.10396 TBC domain-containing protein
TGGT1_269885A -2.61043 rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1
TGGT1_269460 -1.59002 Ser/Thr phosphatase family protein
TGGT1_230150 -1.45253 ChAPs (Chs5p-Arflp-binding proteins) protein
TGGT1_257470 -1.69273 myosin J

TGGT1_258700 -2.11256 transporter, major facilitator family protein
TGGT1_258660 -1.7912 rhoptry protein ROP6

TGGT1_ 227810 -1.92977 rhoptry kinase family protein ROP11 (incomplete catalytic triad)
TGGT1 223920 -2.46854 rhoptry neck protein RON3
TGGT1_237090 -1.78529 AP2 domain transcription factor AP2X-5
TGGT1_215775 -2.11065 rhoptry protein ROP8
TGGT1_215570 -1.5687 AP2 domain transcription factor AP2X-11
TGGT1_310010 -1.54797 rhoptry neck protein RON1
TGGT1_312100 -2.37377 plasma membrane-type Ca(2+)-ATPase A1 PMCAA1
TGGT1_311470 -2.05484 rhoptry neck protein RON5
TGGT1_315210 -2.04025 putative rhoptry protein

TGGT1 300100 -2.44042 rhoptry neck protein RON2
TGGT1_251740 -1.86165 AP2 domain transcription factor AP2XII-9
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ANEXO 19. Lista de los 145 DEGs sobre expresados en T. gondii en la

interaccion con PBMCs-h negativos en la 0 vs 1hpi.

gene log2(fold_change) Product Description gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_240550 inf putative copper chaperone COX17-1 TGGT1_286630 1.38555 redoxin domain-containing protein
TGGT1_238470 inf SAG-related sequence SRS22C TGGT1_289230 1.38509 putative 505 ribosomal protein L12
TGGT1_258575 inf Dpy-30 motif protein TGGT1_272570 1.37696 dihydrouridine synthase (dus) protein
TGGT1_251870 inf histone H2Bb TGGT1_246070 1.37672 SAG-related sequence SRS56
TGGT1_266610 4.53538 Kazal-type serine protease inhibitor domain-containing protein TGGT1_294250 1.37205 WD domain, G-beta repeat-containing protein
TGGT1_249150 3.1203 PAN domain-containing protein TGGT1_239600 1.37199 rhoptry kinase family protein ROP23 (incomplete catalytic triad)
TGGT1 219348 3.08718 SAG-related sequence SRS55M TGGT1_226800 1353 eukaryotic ione synthase, atp binding domain-containing protein
TGGT1_411360 3.04912 rhoptry kinase family protein TGGT1_226300 1.34691 2,4-dienoyl CoA reductase 2, i family protein
TGGT1_356400 2.87288 cAMP-dependent protein kinase TGGT1_313190 1.34364 Rab18/RabC-family small GTPase
TGGT1_411550 2.79348 gondii family A protein TGGT1_266730 134115 leucyl-tRNA synthetase (LeuRS2)
TGGT1_266340 2.79219 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_255370 1.33258 TIC20 protein
TGGT1_278090 2.73623 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_209140 1.31781 anti-silencing protein, ASF1 family protein
TGGT1_410600 2.70547 putative CAMP-dependent protein kinase TGGT1_272430 131444 IMAC/Perforin domain-containing protein
TGGT1_309300 2.65361 SAG-related sequence SRS55A TGGT1_411470 131321 putative by protein
TGGT1_278380 262192 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_278240 129372 Zn-finger in Ran binding protein and others domain-containing protein
TGGT1_2314008 2.4988 tubulin/FtsZ family, GTPase domain-containing protein TGGT1_226310 1.29311 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein
TGGT1_209985 2.49837 cAMP-dependent protein kinase TGGT1_279450 1.29189 putative adenylosuccinate synthetase
TGGT1_266330 2.48665 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_208030 1.28832 microneme protein MIC4
TGGT1_221310 234934 i i N protein TGGT1_300130 1.26988 apical b antigen 1 domain-containing protein
TGGT1_233040 2.32846 3'5'-cyclic nucleotide i domain-containing protein TGGT1_409600 1.26449 rhoptry kinase family protein
TGGT1_231400A 227185 tubulin/FtsZ family, GTPase domain-containing protein TGGT1_210830 1.26254 RIO1 family protein
TGGT1_267150 224753 SAG-related sequence SRS38C TGGT1_315885 1.25867 putative glyc
TGGT1_274170 223441 protein kinase (incomplete catalytic triad) TGGT1_238040A 1.25687 protein disulfide-isomerase domain-containing protein
TGGT1_252640 2.16704 P-type ATPase PMAL TGGT1_293510 1.25671 poly(ADP-ribose) pol and DNA-Ligase Zn-finger region domain-containing protein
TGGT1_232580 2.15871 propionate-CoA ligase TGGT1_263470 1.25541 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase UCHL3
TGGT1_272440 2.14579 RNA recognition motif-containing protein TGGT1_265010 1.25347 glutamate 5-kinase domain-containing protein
TGGT1_258550 2.09975 SAG-related sequence SRS28 TGGT1_202460 1.24395 diacylglycerol kinase accessory domain (presumed) domain-containing protein
TGGT1_278400 2.0697 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_286720 1.24212 heat shock protein HSP28
TGGT1_264660 2.06293 SAG-related sequence SRS44 TGGT1_262910 1.23569 putative NADH-cytochrome b5 reductase 1
TGGT1_301350 2.05068 SNARE associated protein TGGT1_229140 1.23105 MaoC family domain-containing protein
TGGT1_244450 2.02583 protein 2C domain-containing protein TGGT1_265830 1.21322 alkaling D family protein
TGGT1_233065 2.02249 3'5"-cyclic nucleotide i domain-containing protein TGGT1_306330 1.20343 i
TGGT1_244180 2.01491 microneme-like protein TGGT1_288600 1.20126 WD domain, G-beta repeat-containing protein
TGGT1_278390 2.00461 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_281675 1.19664 putative protein kinase
TGGT1_238200 1.95587 alpha/beta hydrolase fold domain-containing protein TGGT1_233030 1.18112 gliding-associated protein GAP70
TGGT1_308093 1.93269 rhoptry kinase family protein (incomplete catalytic triad) TGGT1_214080 1.17918 toxofilin
TGGT1_212410 1.92204 dense granule protein GRA11 TGGT1_233860 1.17586 DALR anticodon binding domain-containing protein
TGGT1_278120 1.88967 SCP family extracellular subfamily protein TGGT1_238230 1.17074 Ser/Thr family protein
TGGT1_266860 1.84979 BTB/POZ domain-containing protein TGGT1_320190 1.16169 SAG-related sequence SRS16B
TGGT1_205410 1.84794 RNA synthase superfamily protein TGGT1_240840 1.14807 histone lysine JmjC NO66
TGGT1_319360 1.80305 SAG-related sequence SRS17A TGGT1_297080 1.13849 pyridoxal kinase
TGGT1_314250 1.77202 bradyzoite rhoptry protein BRP1 TGGT1_242790A 1.12294 putative trichohyalin
TGGT1_318675 1.74968 3'5'-cyclic nucleotide i domain-containing protein TGGT1_243340 1.11992 atypical MEK-related kinase catalytic triad)
TGGT1_269300 1.74962 lipase TGGT1_312380 1.11838 tetratricopeptide repeat-containing protein
TGGT1_ 225290 1.74446 GDA1/CD39 i family protein TGGT1_214580 1.11834 tetratricopeptide repeat-containing protein
TGGT1_237800 1.73586 dense granule protein GRA11 TGGT1_258800 1.11821 rhoptry kinase family protein ROP31
TGGT1_290970 1.73026 8-amino-7- synthase TGGT1_243480 1.11057 putative 505 ribosomal protein L3
TGGT1_278080 1.67297 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_410370 1.10848 putative b protein
TGGT1_321480 166418 SAG-related sequence SRS12B TGGT1_274070 1.0886 ThiF family protein
TGGT1_ 222370 166273 SAG-related sequence SR$13 TGGT1_246920 1.08826 ione reductase
TGGT1_286150 1.6578 PAN/Apple domain-containing protein TGGT1_254900 1.08561 putative proteasome subunit beta type 2
TGGT1_244490 161482 putative insulysin TGGT1_249160 1.07789 UAA transporter family protein
TGGT1_242240 1.60607 rhoptry kinase family protein ROP19A TGGT1 211720 1.07416 AP2 domain transcription factor AP2IV-5
TGGT1_278370 1.58061 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_304670 1.07382 leucine rich repeat-containing protein
TGGT1_215775 1.55157 rhoptry protein ROP8 TGGT1_305980 1.07045 pyruvate complex subunit PDH-E3|
TGGT1_226090 1.54888 DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein TGGT1_210778 1.06909 DNA binding domain-containing protein
TGGT1_278110 1.53639 1,3-beta-glucan synthase component protein TGGT1_213520 1.06503 peptidase M20D,
TGGT1_267380 1.52156 UDP-galactose transporter subfamily protein TGGT1_274110 1.06114 glycoprotease family protein
TGGT1_312350 1.52151 putative IMPACT TGGT1_270920 1.06033 rhoptry kinase family protein ROP32
TGGT1_359770 1.50288 SAG-related sequence protein SRS22E TGGT1_220080 1.05463 Toxoplasma gondii family C protein
TGGT1_310870 1.49744 putative integral membrane protein TGGT1_322100 1.05289 myosin-light-chain kinase
TGGT1_320230 1.47416 SAG-related sequence SRS15C TGGT1_239620 1.05099 5'-nucleotidase, C-terminal domain-containing protein
TGGT1_243510 14721 OTU family cysteine protease TGGT1_280470 1.0475 AP2 domain transcription factor AP2VIla-1
TGGT1_202580 1.47137 ATPase, AAA family protein TGGT1_ 257730 1.04099 putative methioni i { type i
TGGT1_246930 1.45603 calmodulin CAM1 TGGT1_242020 1.03492 mannosyl-oligosaccharide glucosidase
TGGT1_319560 1.45504 microneme protein MIC3 TGGT1_321800 1.02831 EGF family domain-containing protein
TGGT1_291670 1.44711 DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein TGGT1_320180 1.02431 SAG-related sequence SRS16C
TGGT1_410590 1.43762 CcAMP-dependent protein kinase TGGT1_307850 1.01982 6 onate
TGGT1_270650 1.42606 i phosphate aldolase TGGT1_237890 1.00803 calcium-dependent protein kinase CDPK4
TGGT1_227430 1.4145 amino acid transporter protein TGGT1_251880 1.00412 tRNA class | family protein
TGGT1_251930 1.41173 enoyl-acyl carrier reductase ENR TGGT1_320480 1.00143 Rabl1b
TGGT1_253790 1.40626 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein
TGGT1_318610 1.40528 AP2 domain transcription factor AP2IV-3
TGGT1_232390 1.39029 185 rRNA biogenesis protein RCL1 protein
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ANEXO 20. DEGs (169) de Toxoplasma gondii presentes en la primera hora

de interaccion con PBMCs-h negativos, posterior a la eliminacion de las DEGs

“hipotéticos”.

gene

Product Description

TGGT1_203170

0B-fold nucleic acid binding domain-containing protein

TGGT1_200230

microneme protein MIC17C

TGGT1_202850

ATP-binding domain-containing protein

TGGT1_200240

microneme protein MIC178

TGGT1_202640

RNA pseudouridine synthase superfamily protein

TGGT1_221922

NifU family domain-containing protein

TGGT1_222660

TGGT1_201230

kinesin motor domain-containing protein

leucine rich repeat-containing protein

TGGT1_201120

ELMO/CED-12 family protein

TGGT1_297780

ATPasefhistidine kinase/DNA gyrase B/HSP90 domain-containing protein

TGGT1_222430

TGGT1_281930

SAG-related sequence SRS39

HECT-domain (ubiquitin-transferase) domain-containing protein

TGGT1_280500

inorganic anion transporter, sulfate permease (SulP) family protein

TGGT1_276180

histone acetyltransferase TAF1/250

TGGT1_253060

TGGT1_304650

histidine acid phosphatase superfamily protein

WD domain, G-beta repeat-containing protein

TGGT1_206610

pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E2

TGGT1_253070

hydrolase, TatD family protein

TGGT1_204160

GYF domain-containing protein

TGGT1_253090 DEAD/DEAH box helicase d i ing protein TGGT1_204140 PHD-finger d i ining protein
TGGT1 254880 Alpha-galactosidase TGGT1_202490 AP2 domain transcription factor AP2VIla-7
TGGT1 299190 B-box zinc finger domai ining protein TGGT1_202280 WD domain, G-beta rep ing protein
TGGT1 276230 Toxoplasma gondii family B protein TGGT1_201220 zinc finger protein

TGGT1 275610 protein kinase, other TGGT1_261240 histone H3

TGGT1_252210

pentatricopeptide repeat domain-containing protein

TGGTL_252465

TGGT1_260270

HEAT repeat-containing protein

radical SAM d i ing protein

TGGT1_259270

SAG-related sequence SRS26E

TGGT1_253130

TGGT1_259230

site-specific recombinase, phage integrase family protein

transporter, major facilitator family protein

TGGTL_254540

CDP-alcohol superfamily protein

TGGT1_259070

GNAT family protein

TGGT1_299150

AP2 domain transcription factor AP2III-3

TGGT1_256920

phosphatidylinositol-4-phosphate 5-Kinase

TGGT1_320620

queuine tRNA ribosyl

TGGT1_256025

SPEF1 family protein

TGGT1_318470

AP2 domain transcription factor AP2IV-4

TGGT1_255390

HEAT repeat-containing protein

TGGT1_211040

Sec61beta family protein

TGGT1_260150

tetratricopeptide repeat-containing protein

TGGT1_210781

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

TGGT1_237860

TGGT1_258790

zinc finger, C3HCA type (RING finger) domain-containing protein

protein kinase domail ining protein

TGGT1_258110

N

TGGT1_319860

DNA polymerase family B protein

TGGT1_266070

TGGT1_257625

tetrahydrofolate dehydrogenase/cyclohydrolase, NAD(P)-binding domain-containing protein

ribosomal protein RPL31

TGGT1_257290

RNA 2" Tpt1/KptA family protein

TGGT1_265780

flagellar/basal body protein

TGGT1_226480

DNA topoisomerase family protein

TGGT1_289170

adenylate and guanylate cyclase catalytic domain-containing protein

TGGT1_225110

AP2 domain transcription factor AP2X-2

TGGT1_289490

serine/threonine specific protein phosphatase

TGGT1_289710

TGGT1_224310

DHHC zinc finger domain-containing protein

AP2 domain transcription factor AP2IX-5

TGGT1_224230

AP2 domain transcription factor AP2X-3

TGGT1_290630

AP2 domain transcription factor AP2IX-7

TGGT1_234440

putative amir

TGGT1_291050

putative histone kinase SNF1

TGGT1_234900

PHD-finger domain-containing protein

TGGT1_306000

AP2 domain transcription factor AP2IX-8

TGGT1_237090

AP2 domain transcription factor AP2X-5

TGGT1_266390

DNA mismatch repair protein, C-terminal domain-containing protein

TGGT1_237210

Tyrosine kinase-like (TKL) protein

TGGT1_288720

ribosomal protein RPL10

TGGT1_237280

TLD protein

TGGT1_290020

cyclin dependent kinase binding protein

TGGT1_290200

TGGT1_214230

Dopey, N-terminal domain-containing protein

NAD/NADP octopine/nopaline dehydrogenase, alpha-helical domain-containing protein

TGGT1_290580

TGGT1_214920

putative GPl-anchored wall transfer protein GWT1

ATP-binding cassette G family transporter ABCG89

TGGT1_227900

AP2 domain transcription factor AP2X-1

TGGT1_292140

NIMA-related protein kinase NIMA1

TGGT1_224480

putative cell-cycle-associated protein kinase CLK

TGGT1_292170

putative histone lysine methyltransferase, SET

TGGT1_292200

TGGT1_236220

PCI domain-containing protein

RNA recognition motif-containing protein

TGGT1 237410

protein phosphatase 2C domain-containing protein

TGGT1_305330

cyclin, N-terminal domain-containing protein

TGGT1_215100

PP-loop family protein

TGGT1 293240 lipase TGGT1_309265 oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family protein
TGGT1 293260 ATPasefhistidine kinase/DNA gyrase B/HSP90 domain-containing protein TGGT1_309820 ribosomal protein RPL1L
TGGT1_294380 PP-loop domai ining protein TGGT1_311060 I HD d ining protein

TGGT1_207760

Dna C terminal region domain-containing protein

TGGT1_208050

TGGT1_313570

regulator of chromosome condensation (RCC1) repeat-containing protein

putative ABC transporter

TGGT1_316680

RNA pseudouridine synthase superfamily protein

TGGT1_321450

Myb family DNA-binding domain-containing protein

TGGT1_208820

TGGT1_216740A

riboflavin kinase

1-deoxy-D-xylulose-5 synthase

TGGT1_216710

transporter, major facilitator family protein

TGGT1_209130

regulator of chromosome condensation (RCC1) repeat-containing protein

TGGT1_2096508

TGGT1_216620

EF hand domain-containing protein

RNA-directed DNA

TGGT1_215990

putative helicase

TGGT1_213060

WD domain, G-beta repeat-containing protein

TGGT1_213325

TGGT1_309120

ribosomal protein RPL4

TBC domain-containing protein

TGGT1_310190

PIK3R4 kinase-related protein (incomplete catalytic triad)

TGGT1_213392

surface antigen repeat-containing protein

TGGT1_286220

TGGT1_312090

ribosomal protein RPL23

GDP-L-fucose

TGGT1_312570

CMGC kinase, MAPK family (ERK) MAPK-1

TGGT1_284010

5'-3' exonuclease, N-terminal resolvase family domain-containing protein

TGGT1_2202308

TGGT1_312622

DUF803 domain-containing protein

leucine rich repeat ining protein

TGGT1_316560

gondii family D protein

TGGT1_213340

GMC oxidoreductase

TGGT1_216430

TBC domain-containing protein

TGGT1_213780

radical SAM domain-containing protein

TGGT1_300230

putative nuclease

TGGT1_287160

internal kinesin motor domain protein

TGGT1_300190

ribosomal protein RPL37A

TGGT1_2864208

putative factor 1-alpha (EF-1-ALPHA)

TGGT1_300000

ribosomal protein RPL18

TGGT1_243920

putative DNA replication licensing factor MCM5

TGGT1_238460

TGGT1_218840

muts domain protein

SAG-related sequence SRS22B

TGGT1_218580

RNA TrmH family protein

TGGT1_240410

protein kinase (incomplete catalytic triad)

TGGT1_243570

TGGT1_217700

AP2 domain transcription factor AP2XII-2

ribosomal protein RPS26

TGGT1_245680

ribosomal protein RPL21

TGGT1_244500

Tubulin-tyrosine ligase family protein

TGGT1_229310

TGGT1_246000

large subunit ribosomal protein IMG2

mediator complex subunit MED14

TGGT1_248240

leucine rich repeat-containing protein

TGGT1_229370

AP2 domain transcription factor AP2VIII-1

TGGT1_248480

ribosomal protein RPS9

TGGT1_229780

GHMP kinase, N-terminal domain-containing protein

TGGT1_249620

histone deacetylase HDAC2

TGGT1_230080

DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein

TGGT1_278160

vesicle transport v-snare protein

TGGT1_231080

ribosomal protein RPL38

TGGT1_277895

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

TGGT1_232190

Sec7 domain-containing protein

TGGT1_219100

cyclin-dependent kinase regulatory subunit protein

TGGT1_273800

WD domain, G-beta repeat-containing protein

TGGT1_269460

TGGT1_218850

ribosomal protein RPS9

Ser/Thr family protein

TGGT1_218540

putative peptidase 515

TGGT1_268600

DNA epsilon subunit B protein

TGGT1_229290

TGGT1_246200

zinc finger (CCCH type) motif-containing protein

kelch repeat-containing protein

TGGT1_248470

subtilisin SUB6

TGGT1_229350

HEAT repeat-containing protein

TGGT1_248530

FATC domain-containing protein

TGGT1_230150

ChAPs (Chs5p-ArfLp-binding proteins) protein

TGGT1_250800

AP2 domain transcription factor AP2XII-8

TGGT1_232370

CW-type Zinc Finger protein

TGGT1_278975

ICE family protease (caspase) p20 domain-containing protein

TGGT1_232450

SWI2/SNF2-containing protein RADS4

TGGT1_233090

XPG N-terminal domain-containing protein

TGGT1 233120

AP2 domain transcription factor AP2VIII-2

TGGT1_271200

AP2 domain transcription factor AP2VIII-5

TGGT1 269180 MIF4G domai ining protein
TGGT1 322210 putative apocytochrome b

TGGT1 280770 regulator of (RCC1) repeat ining protein
TGGT1 206415 myosin K

TGGT1 205558 NAC domai ining protein

TGGT1_204370

WD-40 repeat protein
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ANEXO 21. Lista de os 150 DEGs sobre expresados en T. gondii al interactuar

con PBMCs-h negativos entre la primera y la sexta hpi.

150 DEGs sobre en

gondii en PBMCs-h negativos en 1h vs Ghpi

gene log2(fold_change) | Product Description gene log2(fold_change] Product Description

TGGT1_320770 inf Toxoplasma gondii family B protein TGGT1_301210 1.48268  |putative NAD(P) transhydrogenase subunit beta
TGGT1_238960 inf EF hand domain-containing protein TGGT1_305980 1.48149  |pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E3I
TGGT1_245670 4.44413 pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E1Alpha TGGT1_319860 1.47507 DNA polymerase family B protein

TGGT1_217740 423772 |3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase TGGT1_225990 146814 |acyl domain-cont: protein

TGGT1_ 218540 3.98437 putative peptidase S15 TGGT1_254365 1.45033 i

TGGT1_253330 3.75115 __ |Rhoptry kinase family protein TGGT1_253070 1.42575 _|hydrolase, TatD family protein

TGGT1_207140 3.55541 SAG-related sequence SRS498 TGGT1_227970 1.40901 histone family DNA-binding protein

TGGT1_283702 3.52647 _|FATC domain-containing protein TGGT1_209130 1.40736 _|regulator of ch (RCC1) repeat-containing p
TGGT1_280580 3.05654 SAG-related sequence SRS358 TGGT1_316300 1.40508 ATP- DNA helicase, RecQ family protein
TGGT1_239530 2.97609 _|alanine-glyoxylate aminotransferase TGGT1_237140 1.38681 _|putative ethylene inducible protein

TGGT1_252210 2.93166 | pentatricopeptide repeat domain-containing protein TGGT1_247485 1.37807 _|zinc finger, C3HC4 type (RING finger) domain-containing protein
TGGT1_218850 2.76835 ribosomal protein RPS9 TGGT1_260680 1.36855 putative small subunit DNA primase

TGGT1 226480 2.63299  |DNA family protein TGGTL 258790 1.34956 _|zinc finger, C3HCA type (RING finger) domain-containing protein
TGGT1_240930 2.60791 MoacC family protein TGGT1_225050 1.33776 putative i

TGGT1_292170 2.58572 _|putative histone lysine methyltransferase, SET TGGT1_246100 1.3349 putative phosducin

TGGT1_ 218530 2.53135 proteasome-interacting thioredoxin domain-containing protein TGGT1_266620 13306 thioredoxin domain-containing protein

TGGT1_206610 2.5177 pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E2 TGGT1_221320 132304 |acetyl-CoA carboxylase ACC1

TGGT1_264080 2.50286__|acyl carrier protein ACP TGGT1_264000 132093 |aldehyde dehydrogenase

TGGT1_222020 24863 |phosphoglycerate kinase PGKII TGGT1_239320 1.32014 _ |BolA family protein

TGGT1_284010 2.33507 5'-3' exonuclease, N-terminal resolvase family domain-containing protein TGGT1_229290 1.3078 kelch repeat-containing protein

TGGT1_207160 2.32301 SAG-related sequence SRS49D TGGT1_264660 1.30528 SAG-related sequence SRS44

TGGT1_220450 2.31501  |ribonuclease Hl protein TGGT1_208560 1.30245 | carrier superfamily protein

TGGT1_290580 2.30444 ATP-binding cassette G family transporter ABCG89 TGGT1_229020 1.30202 putative cell-cycle-associated protein kinase CDK
TGGT1_285700 2.29898  |ubiquitin fusion degradation protein UFD1AP TGGT1_252640 1.30173 _ |P-type ATPase PMAL

TGGT1_227650 2.29248 putative mici - protein RP/EB family TGGT1_248850 1.28836 ionil i

TGGT1_203170 2.27938 | 0B-fold nucleic acid binding domain-containing protein TGGT1_236570 1.28699 _|lysine decarboxylase family protein

TGGT1_218810 2.26813 histidyl-tRNA TGGT1_259070 1.28628 GNAT family protein
TGGT1_244510 2.24023 _|AP2 domain transcription factor AP2VI-3 TGGT1_289940 1.28137 __|uroporphyrinogen decarboxylase

TGGT1_231350 2.23197 _ |glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase TGGT1_226720 1.2738 __|translin family protein

TGGT1_320620 223152 |queuine tRNA ribosyl transferase TGGT1_254580 1.26812 |UDP-galactose transporter family protein
TGGT1_271200 2.14735 AP2 domain transcription factor AP2VIII-5 TGGT1_243920 1.26445 putative DNA replication licensing factor MCM5
TGGT1_272900 2.08141  |putative DNA repair protein RAD51 TGGT1_240410 1.26287 | protein kinase (incomplete catalytic triad)
TGGT1_301160 2.0758 SAG-related sequence SRS19C TGGT1_264650 1.25331 mutase

TGGT1_246690 2.06895 alpha amylase, catalytic domain-containing protein TGGT1_259550 1.23634 dihydropteroate synthase

TGGT1_224170 2.06501  |SAG-related sequence SRS60A TGGT1_291030 1.23605  |zinc finger, C3HCA type (RING finger) domain-containing protein
TGGT1_266760 2.05645 isocitrate dehydrogenase TGGT1_237860 1.22686 protein kinase domain-containing protein

TGGT1 231170 1.97127 _|RecF/RecN/SMC N terminal domain-containing protein TGGT1_242340 1.20143 |ribosomal protein RPS29

TGGT1_305950 1.96782 tetratricopeptide repeat-containing protein TGGT1_295720 1.18889 putative sulfite oxidase

TGGT1_248530 1.94652 FATC domain-containing protein TGGT1_294640 1.18207 i diphosphate reductase large chain
TGGT1_290200 1.93356 | NAD/NADP octopine/nopaline dehydrogenase, alpha-helical domain-containing p [TGGT1_313200 117401 |leucine rich repeat-containing protein

TGGT1 230520 1.91782 putative cyclophilin 1 TGGT1 209100 1.17224 PUB domain-containing protein

TGGT1_206415 191257 |myosin K TGGT1_225290 11701 |GDA1/CD39 (nucleoside phosphatase) family protein
TGGT1_208740 1.88124 putative microneme protein TGGT1_208820 1.16507 1-deoxy-D-xylul 5 synthase
TGGT1_312480 1.87499 _|putative uracil phospt FUR1 TGGT1_280690 1.16414 | DNA polymerase epsilon subunit B protein
TGGT1_260420 1.86504 _|HEC/Ndc80p family protein TGGT1_311690 115894 |UBA/TS-N domain-containing protein

TGGT1_270240 1.85493 MAG1 protein TGGT1_305560 1.13673 Vps51/Vps67 protein

TGGT1 236220 1.85252 PCl domain-containing protein TGGT1_235540 1.13037 putative eukaryotic initiation factor-2 beta
TGGT1_258380 1.85127 factor p (ef-p) kow family domain-containing protein TGGT1_205650 112953  |AP2 domain tra factor AP2VIla-3
TGGT1_316700 1.84145 uridine kinase TGGT1 233140 1.11905 putative i 5'-tri

TGGT1_238995 1.83221 _|ion channel protein TGGT1_248950 111543 |carrier superfamily protein

TGGT1_230080 1.81241 DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein TGGT1 237110 1.10377 putative replication factor C subunit 2

TGGT1_278080 1.80976 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_309930 1.09794 melibiase subfamily protein

TGGT1_286220 1.79238 GDP-L-fucose TGGT1_259920 1.08767 Nitric-oxide synthase

TGGT1_246800 176898 |putative acylaminoacyl-peptidase TGGT1_223258 1.07853

TGGT1_318430 1.73534 _ |malate dehydrogenase MDH TGGT1_268600 1.0689 _|DNA polymerase epsilon subunit B protein
TGGT1_202510 1.72548  |[multi-pass protein TGGT1_269140 1.0619 _|transport protein particle Bet3 domain-cor prote
TGGT1_262920 1.72399 _|trypsin domain-containing protein TGGT1_254660 1.06078 _|ankyrin repeat-containing protein

TGGT1_218840 1.70831 mutS domain protein TGGT1_292130 1.05679 protein RPL13A

TGGT1_278160 1.69267 vesicle transport v-snare protein TGGT1 214920 1.05581 putative GPl-anchored wall transfer protein GWT1
TGGT1_259230 1.68384 -specific recombinase, phage integrase family protein TGGT1_297800 1.04828  |RecF/RecN/SMC N terminal domain-containing protein
TGGT1_215100 1.67789 _|PP-loop family protein TGGT1_299070 1.04451 | pyruvate kinase PyKIl

TGGT1_ 261070 1.67376 apicoplast tri translocator APT1 TGGT1_226870A 1.04339 tubulin gamma chain

TGGT1_289070 1.63973 E1-E2 ATPase subfamily protein TGGT1_288700 1.04185 RecF/RecN/SMC N terminal domain-containing protein
TGGT1_208730 1.63337 putative microneme protein TGGT1 299150 1.03322 AP2 domain transcription factor AP2III-3
TGGT1_290970 1.61061 _|8-amino-7-oxononanoate synthase TGGT1_249270 1.02997 _|putative protein disulfide isomerase-related protein (provisional)
TGGT1_256920 1.60116 atidylinositol-4 5-Kinase TGGT1_214350 1.0244 putative GTP-binding protein

TGGT1 211040 158189 |Sec6lbeta family protein TGGT1 215990 1.02288 | putative helicase

TGGT1_2096508 1.56181  |RNA-directed DNA polymerase TGGT1_248370 1.01478 _|putative prefoldin subunit 6

TGGT1_275568 1.55739 GPI subunit PIG-U protein TGGT1_233680 1.01457 nuclear movem family protein

TGGT1_ 232450 1.55563 SWI2/SNF2: protein RADS4 TGGT1_203710 1.00973 AP2 domain transcription factor AP2Vlla-4
TGGT1_267390 1.54113 DNA-directed RNA polymerase | RPAC1 TGGT1_202490 1.00785 AP2 domain transcription factor AP2Vlla-7
TGGT1_260270 1.53519 HEAT repeat-containing protein TGGT1 224235 1.00634 translation initiation factor IF-3 protein
TGGT1_270840 1.51258 | poly(ADP-ribose) polymerase catalytic domain-containing protein TGGT1_238240 1.00593 _|bystin protein

TGGT1_283450 1.51091 T gondii family B protein TGGT1_229370 1.00579 AP2 domain tra: factor AP2VIII-1
TGGT1_300120 1.50936 |aminotransferase, class V superfamily protein TGGT1_239600 1.00389 _|rhoptry kinase family protein ROP23 (incomplete catalytic triad)
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ANEXO 22. DEGs asociados a la ruta del metabolismo de piruvato sobre
expresados en T. gondii entre la primera y la sexta hora al interactuar con
PBMCs-h negativos.

Gene ID

TGGT1.206610

TGGT1.221320

TGGT1_245670

TGGT1_264000

TGGT1_299070

TGGT1_305980

TGGT1.318430

Transcript ID

TGGT1.206610-
1261

TGGT1_221320-
261

TGGT1.245670-
261

TGGT1.264000-
1261

TGGT1.299070-
1261

TGGT1_305980-
1261

TGGT1_318430-
261

l: Gene Group (representative )
= gene)

TGGT1_206610-126_1
TGGT1.22132026_1
TGGT1.245670t26_1
TGGT1.264000t26_1
TGGT1.299070t26_1
TGGT1.305980t26_1

TGGT1.318430t26_1

Organism @ ©

Toxoplasma gondii
GT1

Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii
GT1

Toxoplasma gondii
GT1

?é::er?ic Location 90
TGGT1_chrVI1a:755,999..763,930(-)
TGGT1_chrll:218,988..235,059(-)
TGGT1_chrXI1:2,396,583..2,400,897(+)
TGGT1_chrVIIb:213,798..224,025(-)
TGGT1_chrlll:2,188,027..2,191,756(+)
TGGT1_chrlX:5486,775..5,490,424(+)

TGGT1_chrlV:1,282,502..1,286,316()

Product Description @ © il

pyruvate dehydrogenase complex subunit
PDH-E2

acetyl-CoA carboxylase ACC1

pyruvate dehydrogenase complex subunit
PDH-E1Alpha

aldehyde dehydrogenase

pyruvate kinase PyKl

pyruvate dehydrogenase complex subunit
PDH-

malate dehydrogenase MDH

Gene 90

Type

protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding

protein coding

> 0
TGGT1_206610
TGGT1_221320
TGGT1.245670
TGGT1_264000
TGGT1.299070
TGGT1_305980

TGGT1.318430

ANEXO 23. DEGs sobre expresados en T. gondii entre la primera y la sexta

hora al interactuar con PBMCs-h negativos, asociados al proceso de

replicacion de ADN.

Gene ID

TGGT1_237110

TGGT1.243920

TGGT1_260680

TGGT1.268600

TGGT1_272900

TGGT1_280690

TGGT1_294640

TGGT1_319860

Transcript ID
TGGT1.237110-
1261

TGGT1_243920-
126_1

TGGT1.260680-
126.

TGGT1-268600-
1261

TGGT1_272900-
126_1

TGGT1_280690-
126_1

TGGT1_294640-
126_1

TGGT1_319860-
1261

l‘. Gene Group (representative )
= gene)

TGGT1.23711026_1
TGGT1_243920-26_1
TGGT1_260680-t26_1
TGGT1.268600-126_1
TGGT1_272900-t26_1
TGGT1_280690-26_1
TGGT1_294640-126_1

TGGT1_319860-126_1

Organism @ ©

Toxoplasma gondii
GT1
Toxoplasma gondii
GT1
Toxoplasma gondii
GT1
Toxoplasma gondii
GT1
Toxoplasma gondii
GT1
Toxoplasma gondii
GT1
Toxoplasma gondii
GT1

Toxoplasma gondii
GT1

Genomic Location 90 Product Description @ ©

(Gene)

TGGT1_chrX:5,615,960..5,623,389(+)

putative replication factor C subunit 2

TGGT1_chiV1:2,796,800.2,806,044(+) m::;i;e DNA replication licensing factor

TGGT1_chrVIIb:2,034,580..2,042,093(+) putative small subunit DNA primase

TGGT1_chrVII:6,399,100..6,403,068(+) DNA polymerase epsilon subunit B protein

TGGT1_chrVIII:3,716,460..3,719,359(

TGGT1_chrVIla:157,867..165977(+)

TGGT1_chrla:1,013,691..1,019,168(+)

TGGT1_chrlV:664,465..687,205(-)

-)  putative DNA repair protein RADS1

DNA polymerase epsilon subunit B protein

ribonucleoside-diphosphate reductase
large chain

DNA polymerase family B protein

Gene 90

Type

protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding

protein coding

2 o0
TGGT1_237110
TGGT1_243920
TGGT1.260680
TGGT1.268600
TGGT1_272900
TGGT1_280690
TGGT1_294640

TGGT1_319860



ANEXO 24. DEGs de T. gondii expresados a la baja

PBMCs-h negativos en la primera y la sexta hora.

168

en la interaccion con

88 DEGs de T.gondii DOWN en NEG 1 vs 6hpi

ANEXO 25.

gene log2(fold_change) Product Description gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_314250 -4.31489 bradyzoite rhoptry protein BRP1 TGGT1_258700 -1.99984 transporter, major facilitator family protein
TGGT1_252200 -3.87722 cell cycle regulator with zn-finger domain-containing protein TGGT1_318470 -1.99809 AP2 domain transcription factor AP2IV-4
TGGT1_356400 -3.61437 CAMP- protein kinase TGGT1_286590 -1.97698 microtubule protein SPM2

TGGT1_ 299060 -3.56498 sodium/hydrogen exchanger NHE2. TGGT1 268870 -1.92289 tetratricopeptide repeat-containing protein
TGGT1_2979608 -3.42818 rhoptry neck protein RON6 TGGT1_2016308 -1.88769 protein 2C domain-cor protein
TGGT1 215775 -3.28289 rhoptry protein ROP8 TGGT1 316280 -1.80467 transporter, major facilitator family protein
TGGT1_410600 -3.21945 putative cAMP-dependent protein kinase TGGT1_231630 -1.78249 alveolin domain containing intermediate filament IMC4
TGGT1 411430 -3.07152 rhoptry protein ROPS TGGT1 312100 -1.64065 plasma membrane-type Ca(2+)-ATPase A1 PMCAAL
TGGT1_209985 -3.03226 CAMP- protein kinase TGGT1_236050 -1.63457 putative fruct aldolase
TGGT1_280480 -2.97013 EF hand domain-containing protein TGGT1_202390 -1.59259 515 sporozoite-expressed protein

TGGT1 295125 -2.90277 rhoptry protein ROP4 TGGT1_310010 -1.59212 rhoptry neck protein RON1
TGGT1_224880 -2.81968 kinesin motor domain-containing protein TGGT1_315220 -1.55357 rhoptry protein ROP14

TGGT1_202500 -2.81371 GAPM1a TGGT1_311470 -1.54848 rhoptry neck protein RON5
TGGT1_269885A -2.73844 rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 TGGT1_211290 -1.52918 rhoptry protein ROP15
TGGT1_308810A -2.7377 rhoptry neck protein RON9 TGGT1_319600 -1.49255 putative alpha-tubulin N-

TGGT1_231640 -2.73447 alveolin domain ining i filament IMC1 TGGT1_306450 -1.48493 putative short chain dehydrogenase family protein
TGGT1_3088108B -2.72607 rhoptry neck protein RON9 TGGT1_215895 -1.46986 AP2 domain-containing protein
TGGT1_214080 -2.7027 toxofilin TGGT1_230210 -1.45689 alveolin domain containing intermediate filament IMC10
TGGT1_223920 -2.65744 rhoptry neck protein RON3 TGGT1_227810 -1.4488 rhoptry kinase family protein ROP11 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_216000 -2.63786 alveolin domain ining i filament IMC3 TGGT1_277720 -1.36461 GDA1/CD39 i family protein
TGGT1_291960 -2.6278 rhoptry kinase family protein ROP40 (incomplete catalytic triad) |TGGT1_305590 -1.34117 ABC transporter transmembrane region domain-containing protein
TGGT1_410590 -2.56513 CAMP- protein kinase TGGT1_237800 -1.26822 dense granule protein GRA11
TGGT1_220270 -2.55724 alveolin domain i filament IMC6 TGGT1_202580 -1.26645 ATPase, AAA family protein
TGGT1_265080 -2.54512 Tubulin-tyrosine ligase family protein TGGT1_288950 -1.23877 AP2 domain transcription factor AP2IX-4
TGGT1_300100 -2.54304 rhoptry neck protein RON2 TGGT1 294330 -1.21456 EGF family domain-containing protein
TGGT1_411410 -2.53964 putative transmembrane protein TGGT1_285870 -1.20247 SAG-related sequence SRS20A
TGGT1_297960A -2.53929 rhoptry neck protein RON6 TGGT1_233030 -1.19704 gliding-associated protein GAP70

TGGT1 295110 -2.4704 rhoptry protein ROP7 TGGT1_203390 -1.15538 CRAL/TRIO domain-containing protein
TGGT1_219348 -2.41391 SAG-related sequence SRS55M TGGT1_221620 -1.14049 putative beta-tubulin

TGGT1_309590 -2.33585 rhoptry protein ROP1 TGGT1 204130 -1.12249 perforin-like protein PLP1
TGGT1_203990 -2.33088 rhoptry protein ROP12 TGGT1_236860 -1.11467 haloacid dehalogenase family hydrolase domain-containing protein
TGGT1 315210 229191 putative rhoptry protein TGGT1 271625A -1.10538 serine-tRNA ligase

TGGT1_226220 -2.26501 alveolin domain ining i filament IMC9 TGGT1_264485 -1.09832 AP2 domain transcription factor AP2IX-3
TGGT1_294610 -2.26399 putative histone lysine methyltransferase, SET TGGT1_356120 -1.07237 putative kelch repeat protein

TGGT1 2698858 -2.2442 rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 TGGT1_246550 -1.04717 aspartyl protease ASP3

TGGT1_275670 -2.23003 alveolin domain containing intermediate filament IMC15 TGGT1_202820 -1.04534 ubiquitin-conjugating enzyme subfamily protein
TGGT1_306060 -2.2028 rhoptry neck protein RON8 TGGT1_245490 -1.04413 microneme protein MIC8
TGGT1_308090 -2.18726 rhoptry protein ROP5 TGGT1_282055 -1.03141 protein PP2C-hn
TGGT1_304670 -2.18241 leucine rich repeat-containing protein TGGT1_205250 -1.02886 rhoptry protein ROP18

TGGT1_239830 -2.14705 TBC domain-containing protein TGGT1_357130 -1.02656 WD domain, G-beta repeat protein
TGGT1_258660 -2.13274 rhoptry protein ROP6 TGGT1_251740 -1.02445 AP2 domain transcription factor AP2XII-9
TGGT1_263520 -2.0291 microtubule protein SPM1 TGGT1_249030 -1.02288 family protein
TGGT1_220420 -2.0222 3'5'-cyclic ase domain- protein [TGGT1_233300 -1.01557 RhoGAP domain-containing protein
TGGT1_363030 -2.01494 rhoptry protein ROP8

TGGT1_258550 -2.00846 SAG-related sequence SRS28

DEGs a la baja en T. gondii entre la primera y la sexta hora al

interactuar con PBMCs-h negativos, mostrando los 21 DEGs provenientes del

complejo apical.

Gene ID

TGGT1_203990
TGGT1.204130
TGGT1.205250
TGGT1-211290
TGGT1_214080
TGGT1.215775
TGGT1.223920
TGGT1_227810
TGGT1_231630
TGGT1.245490
TGGT1_282055
TGGT1_297960A
TGGT1.2979608
TGGT1.299060
TGGT1.300100
TGGT1.306060
TGGT1_308090
TGGT1_309590
TGGT1_310010
TGGT1_311470

Transcript ID
TGGT1_203990-426_1
TGGT1_204130426_1
TGGT1_.205250-t26_1
TGGT1_211290426_1
TGGT1_214080126_1
TGGT1_215775126_1
TGGT1.223920-t26_1
TGGT1_227810426_1
TGGT1_231630-126_1
TGGT1_245490-126_1
TGGT1_282055126_1
TGGT1_297960A26_1
TGGT1_2979608-126_1
TGGT1_299060-126_1
TGGT1_300100126_1
TGGT1_306060-126_1
TGGT1_308090126_1
TGGT1_309590-t26_1
TGGT1_310010426_1
TGGT1_311470126_1

Organism @ ©
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1 toxofilin
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1
Toxoplasma gondii GT1

thoptry protein ROP12
perforin-like protein PLP1
rhoptry protein ROP18
thoptry protein ROP15

thoptry protein ROP8
thoptry neck protein RON3

microneme protein MIC8
protein phosphatase PP2C-hn
thoptry neck protein RON6
thoptry neck protein RON6

thoptry neck protein RON2
thoptry neck protein RON8
thoptry protein ROPS
rhoptry protein ROP1
thoptry neck protein RONT
thoptry neck protein RONS

Product Description @ © il

thoptry kinase family protein ROP11 (incomplete catalytic triad)

alveolin domain containing intermediate filament IMC4

sodium/hydrogen exchanger NHE2

GeneType @ ©
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding
protein coding

protein coding




169

ANEXO 26. DEGs sobre expresados en T.gondii entre la 0 y 6 hpi en NEG.

292 DEGs sobre expresados en T.gondii entre la Ohoras y la

sexta hora d

n con PBMCs:

n

egativos

gene log2(fold_change) Product Description gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_360840 inf SAG-related sequence protein SRS48E TGGT1_321660 1.36663 P! i
TGGT1_254140 inf DNA-directed RNA polymerase | RPABCA TGGT1_264650 1.36486
TGGT1_320770 inf gondii family B protein TGGT1_262920 13646 trypsin domain- protein
TGGT1_305220 inf C-Myc-binding family protein TGGT1_215420 135432
TGGT1_251870 inf histone H2Bb TGGTL_222150 1.35366
TGGT1_253330 3.85106 Rhoptry kinase family protein TGGT1_238230 135115 Ser/Thr y protein
TGGT1_266610 3.65031 Kazal-type serine protease inhibitor domain-containing protein TGGT1_265010 1.34419 glutamate 5-kinase domain-containing protein
TGGT1_207150 3.4898 SAG-related sequence SRS49C TGGT1_211260 133922 rhoptry kinase family protein ROP26 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_278080 3.48862 gondii family A protein TGGT1_266730 1.33521 leucyl-tRN euRs2)
TGGT1_252640 3.47617 P-type ATPase PMA1 TGGT1_230520 1.33273 putative cyclophilin 1
TGGT1_264660 337579 SAG-related sequence SRS44. TGGT1_246920 1.33119 tase
TGGT1_290970 334852 7 TGGT1_242020 1.33035 vl
TGGT1_411550 330744 family A protein TGGT1_225420 132959 histidine triad domain- protein
TGGT1_207160 3.29741 SAG-related sequence SRS49D TGGT1_246630 1.31776 DNA-directed RNA polymerase | RPA43
TGGT1_280580 3.02777 SAG-related sequence SRS358 TGGT1_320690 131535 putative gamma-soluble NSF attachment protein
TGGT1_225290 2.92095 GDA1/CD39 family protein TGGT1_285850 131394 peptidyl-prolyl cis-t . FKBP. i gprotein
TGGT1_217740 2.87548 3-ketoacyl-{acyl-carrier-protein) reductase TGGT1_318750 13118 deoxyribose-phosphatealdolase
TGGT1_278390 2.77231 Toxoplasma gondi family A protein TGGTL_267130 1.30696 SAG-related sequence SRS38A
TGGT1_270240 277117 MAG1 protein TGGT1_242340 1.30433 ribosomal protein RPS29
TGGT1_267150 2.74664 SAG-related sequence SRS38C TGGT1_267380 1.29976 UDP-galactose transporter subfamily protein
TGGTI_266340 2.72417 gondii family A protein TGGT1_249180 1.28534 ional di d i
TGGT1_272440 269113 RNA recognition motif-containing protein TGGT1_206610 1.28504 pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E2
TGGT1_245670 2.66534 pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E1Alpha TGGT1_249720 1.28283 putative ATP synthase FO subunit 9
TGGT1_261070 266476 apicoplast APTL TGGT1_202370 1.27927 putative T-complex protein 1, epsilon subunit (TCP-1-epsilon)
TGGT1_224170 2.60664 SAG-related sequence SRS60A TGGT1_318675 1.27657 3'5"cyclic i domai ining protein
TGGT1_263380 2.59808 Dullard family in protein TGGT1_213520 127118 peptidase M20D,
TGGT1_305980 255931 pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E31 TGGT1_278740 1.26925 iami
TGGT1_249150 250534 PAN domain-containing protein TGGT1_214580 1.26828 tetratricopeptide repeat-containing protein
TGGT1_221310 247382 protein TGGT1_222140 1.26555 DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein
TGGT1_222370 2.4073 SAG-related sequence SRS13 TGGT1_246800 1.26471 tati peptidase
TGGT1_316700 238416 uridine kinase TGGT1_257490 1.26414 prefoldin subunit superfamily protein
TGGT1_239600 2.383 rhoptry kinase family protein ROP23 ic triad) TGGT1_253420 1.26312 PQloop repeat-containing protein
TGGT1_264080 235234 acyl carrier protein ACP TGGT1_273730 1.26203 patatin family protein
TGGT1_233065 232331 3'5cyclic domai ing protein TGGT1_214350 1.26117 putative GTP-binding protein
TGGT1_278380 232229 gondii family Aprotein TGGT1_311390 1.26073 tRNA (guanine(9)-N(1))-methyltransferase
TGGT1_280570 2.28721 SAG-related sequence SRS35A TGGT1_266620 1.2579 thioredoxin domain-containing protein
TGGT1_243190 2.26835 gondii family A protein TGGT1_312480 1.25328 putative uracil phosphoribosyltr FURL
TGGT1_286630 2.26674 redoxin domain-containing protein TGGT1_238950 12528 putative fatty acyl-CoA desaturase
TGGT1_207140 2.2606 SAG-related sequence SRS498. TGGT1_237560 1.25187 iron-sulfur cluster protein ISCU
TGGT1_278370 2.24315 Toxoplasma gondii family A protein TGGT1_319550 1.24961 putative membrane protein C17G8.08¢
TGGT1_410900 2.23564 family A protein TGGT1_315250 1.24956 putative GAMM1 protein
TGGT1_301210 2.1746 P (P) beta TGGT1_215680 12494 SAG-related sequence SRS18
TGGT1_319360 215573 SAG-related sequence SRS17A TGGT1_297840 1.24624 DNA primase, large subunit
TGGT1_208730 2.15554 putative microneme protein TGGT1_320600 1.24381 cold-shock DNA-binding domain-containing protein
TGGT1_244510 2.14828 AP2 domain transcription factor AP2VI-3 TGGT1_202900 1.24305 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein
TGGT1_274170 2.14552 protein k atalytic triad) TGGT1_259530 1.24145 GalNac
TGGT1_251930 211819 enoyl-acyl carrier reductase ENR TGGT1_240430 1.23917 glyoxalase family protein
TGGT1_240930 2.07212 MoaC family protein TGGT1_224610 1.23654 GYF domain. protein
TGGT1_208560 2.06959 carrier superfamily protein TGGT1_295730 1.22684 tetratricopeptide repeat-containing protein
TGGT1_203700 2.04414 SFT2 family protein TGGT1_265220 1.22682 co-chaperone GrpE protein
TGGT1_315885 2.03973 i TGGT1_257960 1.22658 GDP-D-mannose
TGGT1_233040 2.02323 3'5cyclic ing protein TGGT1_290005 12222 putati it beta type 1
TGGT1_208740 1.99499 putative microneme protein TGGT1_300130 1.22194 apical gen 1 domain- otein
TGGT1_320190 1.99487 SAG-related sequence SRS168 TGGT1 223125 1.22184 ubiquitin family protein
TGGT1_252210 192534 domain-containing protein TGGT1_231890 1.22097 putative beta-ketoacyl-acyl carrier protein synthase Il
TGGT1_259920 192273 Ni i TGGT1_210408 1.22068 HMG (high mobility group) box domain: protein
TGGT1_286150 1.92035 PAN/Apple domain- protein TGGT1_246690 1.21894 alpha amylase, catalytic domain- protein
TGGT1_243510 1.91647 OTU family cysteine protease TGGT1_291930 1.21784 RNA recognition motif-containing protein
TGGT1_220450 1.90733 ribonuclease HI protein TGGT1_237110 1.21266 putative replication factor C subunit 2
TGGT1_218810 189214 histidyl-tRNAsynthet TGGT1_218530 1.21128 i ing d ing protein
TGGT1_301160 1.8908 SAG-related sequence SRS19C TGGT1_239320 121073 BolAfamily protein
TGGT1_231400A 1.88609 tubulin/FtsZ family, GTPase domain-containing protein TGGT1_262050 1.21017 rhoptry kinase family protein ROP39
TGGT1_301180 188161 SAG-related sequence SRS19F TGGT1_275568 1.20861 [ PIG-U protein
TGGT1_224235 1.86688 translation initiation factor IF-3 protein TGGT1_293810 1.20616 carboxy Imuta
TGGT1_218540 185722 putative peptidase S15 TGGT1_240840 1.20518 JmjC NO66
TGGT1_272900 1.85339 putative DNA repair protein RADS 1 TGGT1_239500 1.19971 alphatype
TGGT1_293510 1.8364 poly(ADP-ribose) DNA-Ligase Zn-finger region domain-containing protein TGGT1_209800 1.19841 formate/nitrite transporter protein
TGGT1_295015 182193 patched family protein TGGT1_312380 1.19688 tetratricopeptide repeat-containing protein
TGGT1_270840 1.80663 poly(ADP-ribose) polymerase catalytic domain-containing protein TGGT1_321480 1.19461 SAG-related sequence SRS12B
TGGT1_300120 1.79925 i , class V superfamily protein TGGT1_278660 1.18936 putative P-type ATPased
TGGT1_250880 1.79533 kinase, pfkB family protein TGGT1_249560 1.17635 DNA-directed RNA polymerase alpha chain rpoA
TGGT1_299070 1.78531 pyruvate kinase PyKIl TGGT1_289070 1.17043 E1-£2 protein
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gene log2(fold_change) Product Description gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_238200 177991 d ining protein TGGT1_264780 1.16878 uTP-gl 1-phosph: protein
TGGT1_253790 1.77415 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein TGGT1_218920 1.16697 pi beta type
TGGT1_222020 1.76954 PGKII TGGT1_257730 1.16205 3 typei
TGGT1_259550 1.764 TGGT1_288600 1.15867 WD domain, G-beta repeat-c protein
TGGT1_291670 1.75664 DEAD/DEAH box heli n protein TGGT1_278240 1.15599 Zn-finger in Ran binding protein and others domain- protein
TGGT1_255370 1.73321 TIC20 protein TGGT1_316530 1.15347 putative myosin heavy chain
TGGT1_221830 1.7325 subtilisin SUB12 TGGT1_250760 1.14809 pentatricopeptide repeat domain-containing protein
TGGT1_266270 172715 short-chain-acyl-CoA dehydrogenase TGGT1_219130 1.14706 NADPH tase
TGGT1_227430 172397 transmembrane amino acid transporter protein TGGT1_243480 1.14522 putative 505 ribosomal protein L3
TGGT1_225990 1.70298 acy transferase domain-containing protein TGGT1_222160 1.14467 aldehyde dehydrogenase
TGGT1 231170 1.68796 RecF/RecN/SMC N terminal domain-containing protein TGGT1_294420 1.14298 programmed cell death protein 2, c-terminal domain-containing protein
TGGT1_205410 1.6629 RNA pseudour family protein TGGT1_292920 11342 putative heat shock protein 75
TGGT1_270650 165437 deoxyribose-phosphate aldolase TGGT1_249200 1.1325 Ctr copper transporter family protein
TGGT1_236570 165293 lysine decarboxylase family protein TGGT1_249270 113113 putative protein di i lated protein
TGGT1_240830 1.64483 hydrolase, alpha/beta fold family protein TGGT1_307650 1.13036 uracil-DN.
TGGT1_209060 164185 thrombospondin type 1 domain-containing protein TGGT1_281510 1.12623 putative ribonuclease H1 large subunit
TGGT1_246070 162436 SAG-related sequence SRS56 TGGT1_226700 112512 putative nuclease
TGGT1_226800 162319 eukaryoti ynthase, atp binding domain- protein TGGT1_280740 1.12397 signal peptidase
TGGT1_237890 1.62265 calcium-dependent protein kinase CDPK4 TGGT1_241880 1.12394 3'5'cyclic i g protein
TGGT1_272430 1.62013 MAC/Perforin domain-containing protein TGGT1_305950 1.12199 tetratricopeptide repeat-containing protein
TGGT1_266760 161901 isocitrate dehydrogenase TGGT1_249740 111615 translation machinery associated tma7 protein
TGGT1_266860 15973 BTB/POZ domain-containing protein TGGT1_246030 1.10813 mediator complex subunit MED17
TGGT1_202460 159541 y domain i protein TGGT1_258800 1.10378 rhoptry kinase family protein ROP31
TGGT1_310850 1.59488 MVYND finger domain-containing protein TGGT1_2592008 1.09992 Na+/H+ exchanger NHEL
TGGT1_285700 158928 ubiquitin fusion degradation protein UFD1AP TGGT1_306480 1.09772 CAM kinase, CDPK family
TGGTI_254900 158858 putative p it beta type 2 TGGT1_225880 1.09045 UDP-glucose 4-epimerase
TGGT1_257740 1.5882 UMP-CMP kinase TGGT1_215450 1.09007 aquaporin 1
TGGT1_210830 158538 RIO1 family protein TGGT1_216250 1.08854 N terminal domain-containing protein
TGGT1_239530 157683 | TGGT1_318610 1.08743 AP2 domain transcription factor AP21V-3
TGGT1_318730 157306 glycosyl transferase TGGT1_226430 1.08535 reticulon protein
TGGT1_309930 156714 melibiase subfamily protein TGGT1_221320 1.08388 acetyl-C cc1
TGGT1_274070 1.56666 ThiF family protein TGGT1_262760 1.07987 poly(ADP-
TGGT1_267390 1.56439 DNA-directed RN/ | RPAC1 TGGT1_260420 1.07901 HEC/Ndc80p family protein
TGGT1_226090 1.56402 DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein TGGT1_307260 1.07873 gondii family C protein
TGGT1_216140 154649 tetratricopeptide repeat- protein TGGT1_233350 1.076 putative nuclear transport factor 2
TGGT1_265830 1.54607 i i D family protein TGGT1_253780 1.07383 putative GTP cyclohydrolase |
TGGT1 321470 1.54519 SAG-related sequence SRS12D TGGT1 237425 1.07244 AP2 domain transcription factor AP2X-6
TGGT1_235880 153856 brain protein 44 family protein TGGT1_311660 1.07059 putative hi , SET
TGGT1_283450 153506 gondii family B protein TGGT1_254520 1.07018 mediator complex subunit MED11
TGGT1_286720 153144 heat shock protein HSP28 TGGT1_226480 1.0686 DN, i family protein
TGGT1_238210 152423 EGF family domain-containing protein TGGT1_306320 1.0663 Myb family DNA-binding domain-containing protein
TGGT1_232580 152212 propionate-CoA ligase TGGT1_ 283710 1.0647 longevity-assurance protein (LAG1) domain-containing protein
TGGT1_315740 151998 SAG-related sequence SRS54. TGGT1_227280 1.06356 dense granule protein GRA3
TGGT1_294250 151871 WD domain, G-beta repeat protein TGGT1_238100 1.06285 transmembrane protein
TGGT1_263470 151745 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase UCHL3 TGGT1_249020 1.06283 kinesin motor domain- protein
TGGT1_318430 1.51265 malate dehydrogenase MDH TGGT1_254660 1.06258 ankyrin repeat-containing protein
TGGT1_246100 151083 putative phosducin TGGT1_260680 1.06213 putative small subunit DNA primase
TGGT1_320180 1.49491 SAG-related sequence SRS16C TGGT1_239310 1.0611 ribulose 5-phosphate isomerase
TGGT1_262910 1.49037 putative NADH-cytochrome bs reductase 1 TGGT1_229140 1.05164 MaoC family domain- protein
TGGT1_307850 1.48046 TGGT1_263430 1.05038
TGGT1_279450 147317 TGGT1_227970 1.04825 histone family DNA-binding protein
TGGT1_244450 1.46796 protein 2cd gprotein TGGT1_252850 1.04681 initiation factor, subunit 2 family protein
TGGT1_260030 1.46608 atypical MEK-related kinase (incomplete catalytic triad) TGGT1_248850 1.04507 i idase
TGGT1_269300 1.46359 lipase TGGT1_244180 1.04476 microneme-like protein
TGGT1_209140 1.45949 anti-silencing protein, ASF1 family protein TGGT1_278230 1.0447 prenyltransferase and squalene oxidase repeat-containing protein
TGGT1_272570 145501 dihydrouridine synthase (dus) protein TGGT1_258380 1.04462 elongation factor p (ef-p) kow family domain-containing protein
TGGT1_212970 143894 protein kinase (incomplete catalytic triad) TGGT1_311650 1.0398 leucine rich repeat- protein
TGGT1_289350 143432 ATP-binding cassette G family transporter ABCG84 TGGT1_320020 1.03799 transporter, major facilitator family protein
TGGT1_233680 143216 nuclear movement family protein TGGT1_247790 1.03415 VRR-NUC domain-containing protein
TGGT1_3063388 143143 putative dynein gamma chain, flagellar outer arm TGGT1_232520 1.03257 brix domain-containing protein
TGGT1_297080 143017 pyridoxal kinase TGGT1_249920 1.03242 putative diphthine synthase
TGGT1_278110 1.42446 1,3-betargl protein TGGT1_220080 1.03078 gondii family C protein
TGGT1_201840 142129 aspartyl protease ASP1 TGGT1_202510 1.02818 multi-pass i
TGGT1_ 226720 1.41606 translin family protein TGGT1_311690 1.02458 UBA/TS-N domain-containing protein
TGGT1_316300 141569 ATP-dependent DNA helicase, RecQ family protein TGGT1_305490 1.022 programmed cell death protein 2, c-terminal domain-containing protein
TGGT1_207630 1.40107 peptidy|-tRNA hydrolase domain protein fr1_295970,T6GT1_29: 1.01674
TGGT1_278120 1.39805 SCP family subfamily protein TGGT1_247510 1.01488 fructos
TGGT1_275690 1.38361 putative ClpB TGGT1_237140 1.01466 putative ethylene inducible protein
TGGT1_240600 138264 putative chaperonin cpn60 TGGT1_269140 1.013 transport protein particle component, Bet3 domain-containing protein
TGGT1_314730 1.38005 ALGS, ALGS glycosyltransferase family protein TGGT1_271200 1.01041 AP2 domain factor AP2VIII-S
TGGT1_299110 13796 cleftlip and p: p 1 (clptm1) protein TGGT1_259250 1.00966 ATP-dependent DNA helicase, RecQ family protein
TGGT1_289210 137279 prefoldin subunit protein TGGT1_306330 1.00958 i
TGGT1_249702 1.36999 family transporter TGGT1_225730 1.00939 putative membrane protein
TGGT1_267050 136935 hydrolase, alpha/beta fold family protein TGGT1_225060 1.00769 family protein
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ANEXO 27. Lista de DEGs putativos sobre expresados por T. gondii en la

interaccion con PBMCs-h negativos entre la primera y la sexta hpi.

45 DEGS asociados a proteinas putativas en T.gondii, Oh vs 6h en NEG

gene log2(fold_change) |Product Description

TGGT1_301210 2.1746 putative NAD(P) transhydrogenase subunit beta
TGGT1_208730 2.15554 putative microneme protein
TGGT1_315885 2.03973 putative glycosyltransferase
TGGT1_208740 1.99499 putative microneme protein
TGGT1_218540 1.85722 putative peptidase S15
TGGT1_272900 1.85339 putative DNA repair protein RAD51
TGGT1_254900 1.58858 putative proteasome subunit beta type 2
TGGT1_246100 1.51083 putative phosducin
TGGT1_262910 1.49037 putative NADH-cytochrome b5 reductase 1
TGGT1_279450 1.47317 putative adenylosuccinate synthetase
TGGT1_306338B 1.43143 putative dynein gamma chain, flagellar outer arm
TGGT1_275690 1.38361 putative ClpB

TGGT1_240600 1.38264 putative chaperonin cpn60
TGGT1_249702 1.36999 putative MC family transporter
TGGT1_321660 1.36663 putative mannosyltransferase
TGGT1_230520 1.33273 putative cyclophilin 1
TGGT1_320690 1.31535 putative gamma-soluble NSF attachment protein
TGGT1_249720 1.28283 putative ATP synthase FO subunit 9
TGGT1_202370 1.27927 putative T-complex protein 1, epsilon subunit (TCP-1-epsilon)
TGGT1_246800 1.26471 putative acylaminoacyl-peptidase
TGGT1_214350 1.26117 putative GTP-binding protein
TGGT1_312480 1.25328 putative uracil phosphoribosyltransferase FUR1
TGGT1_238950 1.2528 putative fatty acyl-CoA desaturase
TGGT1_319550 1.24961 putative membrane protein C17G8.08c
TGGT1_315250 1.24956 putative GAMM1 protein
TGGT1_290005 1.2222 putative proteasome subunit beta type 1
TGGT1_231890 1.22097 putative beta-ketoacyl-acyl carrier protein synthase IlI
TGGT1_237110 1.21266 putative replication factor C subunit 2
TGGT1_239500 1.19971 putative proteasome subunit alpha type
TGGT1_278660 1.18936 putative P-type ATPase4
TGGT1_218920 1.16697 putative proteasome subunit beta type
TGGT1_257730 1.16205 putative methionine aminopeptidase, type i
TGGT1_316530 1.15347 putative myosin heavy chain
TGGT1_243480 1.14522 putative 50S ribosomal protein L3
TGGT1_292920 1.1342 putative heat shock protein 75
TGGT1_249270 1.13113 putative protein disulfide isomerase-related protein (provisional)
TGGT1_281510 1.12623 putative ribonuclease H1 large subunit
TGGT1_226700 1.12512 putative nuclease
TGGT1_233350 1.076 putative nuclear transport factor 2
TGGT1_253780 1.07383 putative GTP cyclohydrolase |
TGGT1_311660 1.07059 putative histone lysine methyltransferase, SET
TGGT1_260680 1.06213 putative small subunit DNA primase
TGGT1_249920 1.03242 putative diphthine synthase
TGGT1_237140 1.01466 putative ethylene inducible protein
TGGT1_225730 1.00939 putative membrane protein
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ANEXO 28. Lista de los principales grupos de moléculas asociadas a los DEGs
sobre expresados en T. gondii al interactuar con PBMCs-h negativos entre la
hora 0 y la hora 6.

Principales grupos de proteinas enriquecidos en T.gondii al interactuar con PBMCs-h negativos Oh vs 6 hpi

gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_360840 inf SAG-related sequence protein SRS48E
TGGT1_207150 3.4898 SAG-related sequence SRS49C
TGGT1_264660 3.37579 SAG-related sequence SRS44
TGGT1_207160 3.29741 SAG-related sequence SRS49D
TGGT1_280580 3.02777 SAG-related sequence SRS35B
TGGT1_267150 2.74664 SAG-related sequence SRS38C
TGGT1_224170 2.60664 SAG-related sequence SRS60A
TGGT1_222370 2.4073 SAG-related sequence SRS13
TGGT1_280570 2.28721 SAG-related sequence SRS35A
SRSSs: SAG-related seq g TGGT1_207140 2.2606 SAG-related sequence SRS49B
TGGT1_319360 2.15573 SAG-related sequence SRS17A
TGGT1_320190 1.99487 SAG-related sequence SRS16B
TGGT1_301160 1.8908 SAG-related sequence SRS19C
TGGT1_301180 1.88161 SAG-related sequence SRS19F
TGGT1_246070 1.62436 SAG-related sequence SRS56
TGGT1_321470 1.54519 SAG-related sequence SR$12D
TGGT1_ 315740 1.51998 SAG-related sequence SRS54
TGGT1_320180 1.49491 SAG-related sequence SRS16C
TGGT1_267130 1.30696 SAG-related sequence SRS38A
TGGT1_ 215680 1.2494 SAG-related sequence SRS18
TGGT1_321480 1.19461 SAG-related sequence SRS12B
TGGT1_ 254140 inf DNA-directed RNA polymerase Il RPABC4
TGGT1_272900 1.85339 putative DNA repair protein RAD51
TGGT1 293510 1.8364 poly(ADP-ribose) polymerase and DNA-Ligase Zn-finger region domain-containing protein
TGGT1 267390 1.56439 DNA-directed RNA polymerase | RPACL
TGGT1_ 316300 1.41569 ATP-dependent DNA helicase, RecQ family protein
TGGT1 246630 1.31776 DNA-directed RNA polymerase | RPA43
TGGT1_ 297840 1.24624 DNA primase, large subunit
DNA related sequences TGGT1_320600 1.24381 cold-shock DNA-binding domain-containing protein
TGGT1 249560 1.17635 DNA-directed RNA polymerase alpha chain rpoA
TGGT1_307650 1.13036 uracil-DNA glycosylase
TGGT1_226480 1.0686 DNA topoisomerase family protein
TGGT1_306320 1.0663 Myb family DNA-binding domain-containing protein
TGGT1_260680 1.06213 putative small subunit DNA primase
TGGT1_227970 1.04825 histone family DNA-binding protein
TGGT1_259250 1.00966 ATP-dependent DNA helicase, RecQ family protein
TGGT1_240930 2.07212 MoaC family protein
TGGT1_249180 1.28534 bifunctional dihydrofolate reductase-thymidylate synthase
TGGT1_249740 1.11615 translation machinery associated tma7 protein
Sintesis de Folato TGGT1_253780 1.07383 putative GTP cyclohydrolase |
TGGT1_259550 1.764 dihydropteroate synthase
TGGT1_265830 1.54607 phosphodiesterase/alkaline phosphatase D family protein
TGGT1_306338H 1.43143 putative dynein gamma chain, flagellar outer arm
TGGT1_211260 1.33922 rhoptry kinase family protein ROP26 (incomplete catalytic triad)
Proteinas ROPs TGGT1_239600 2.383 rhoptry kinase family protein ROP23 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_262050 1.21017 rhoptry kinase family protein ROP39
TGGT1_258800 1.10378 rhoptry kinase family protein ROP31
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ANEXO 29. Lista de los DEGs expresados a la baja en T. gondii entre la hora

0 y la hora 6 al interactuar con PBMCs-h negativos.

182 DEGs de T.gondii

a la baj

a en la i

6n con PBMCs-h ents

Ia hora 01y la hora 6pi

gene log2(fold_change)| Product Description gene log2(fold_change) Product Description

TGGT1_299060 -4.36195 sodium/hydrogen exchanger NHE2 TGGT1_287980 -1.40919 FHA domain-containing protein

TGGT1 2979608  -3.75836 rhoptry neck protein RON6 TGGT1_277895 -1.40203 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

TGGT1 252200 | -3.64334 cell cycle regulator with zn-finger domain-containing protein TGGT1_321450 -1.39801 Myb family DNA-binding domain-containing protein

TGGT1 318470 -3.28681 AP2 domain iption factor AP2IV-4 TGGT1_224520 -1.38646 alveolin domain containing jate filament IMC8

TGGT1_201230 -3.19107 kinesin motor domain-containing protein TGGT1_276180 13775 histone TAF1/250

TGGT1 275670 | -3.17306 alveolin domain containing intermediate filament IMC15 TGGT1_288950 -1.36594 AP2 domain factor AP2IX-4

TGGT1_265080 -3.14785 Tubulin-tyrosine ligase family protein TGGT1_228160 -1.36102 acid

TGGT1_223920 -3.12715 rhoptry neck protein RON3 TGGT1_294610 -1.34935 putative histone lysine , SET

TGGT1 217700 -3.02414 AP2 domain factor AP2XII-2 TGGT1_239420 -1.33079 protein kinase

TGGT1 248240 -3.02148 leucine rich repeat-containing protein TGGT1_316680 -1.32384 RNA pseudouridine synthase superfamily protein

TGGT1_300100 -2.90683 rhoptry neck protein RON2 TGGT1_357130 -1.30414 WD domain, G-beta repeat protein

TGGT1 226220 -2.89179 alveolin domain containing filament IMC9 TGGT1_294690 -1.30257 rhomboid protease ROMS

TGGT1_237210 -2.8182 Tyrosine kinase-like (TKL) protein TGGT1_201120 -1.29783 ELMO/CED-12 family protein

TGGT1 239830 | -2.76494 TBC domain-containing protein TGGT1_231070 -1.29553 protein kinase

TGGT1 316560 -2.75128 gondii family D protein TGGT1_215570 -1.29552 AP2 domain factor AP2X-11

TGGT1_269460 -2.69596 Ser/Thr family protein TGGT1_234900 -1.28888 PHD-finger domain-containing protein

TGGT1 300230 -2.62547 putative nuclease TGGT1_261300 -1.28787

TGGT1_306060 -2.58543 rhoptry neck protein RON8 TGGT1_253030 -1.28192 glycosyl hydrolase, family 31 protein

TGGT1 2698854  -2.54327 rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 TGGT1_291830 -1.27817 putative DNA double-strand break repair rad50 ATPase

TGGT1_258700 -2.53582 transporter, major facilitator family protein TGGT1_202840 -1.27608 FHA domain-containing protein

TGGT1 314250 -2.5317 bradyzoite rhoptry protein BRP1 TGGT1_232190 -1.27499 Sec? domain-containing protein

TGGT1_202500 -2.50955 GAPM1a TGGT1_278510 -1.2729 protein phosphatase 2C domain-containing protein

TGGT1 291960 -2.50284 rhoptry kinase family protein ROP40 catalytic triad) TGGT1_289490 -1.25986 serine/threonine specific protein

TGGT1_295125 -2.46334 rhoptry protein ROP4 TGGT1_255390 -1.24583 HEAT repeat-containing protein

TGGT1 236050 | -2.42725 putative fructose-bi aldolase TGGT1_272645 -1.23442

TGGT1 2698858  -2.42312 rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 TGGT1_263000 -1.23382 Beige/BEACH domain-containing protein

TGGT1_304730 -2.3929 Mob1/phocein family protein TGGT1_218720 -1.22595 calcium-dependent protein kinase CDPK6

TGGT1 3088108  -2.37081 rhoptry neck protein RON9 TGGT1_291050 -1.22441 putative histone kinase SNF1

TGGT1 295110 -2.36059 rhoptry protein ROP7 TGGT1_237280 -1.22092 TLD protein

TGGT1_246200 -2.33274 zinc finger (CCCH type) motif-containing protein TGGT1_313570 -1.22027 regulator of chromosome (RCC1) repeat-containing protein

TGGT1 224880 -2.31926 kinesin motor domain-containing protein TGGT1_318350 -1.21545 Pumilio-family RNA binding rep: g protein

TGGT1_411430 -2.30985 thoptry protein ROPS TGGT1_306450 -1.20538 putative short chain family protein

TGGT1 3088104  -2.30977 rhoptry neck protein RON9 TGGT1_263520 -1.20467 microtubule associated protein SPM1

TGGT1 315220 -2.27923 rhoptry protein ROP14 TGGT1_263740 -1.20199 ABC transp region domain-containing protein

TGGT1_319600 -2.26879 putative alpha-tubulin N- TGGT1_272640 -1.19889 putative eukaryotic initiation factor-28, epsilon subunit

TGGT1 213340 | -2.24499 GMC oxidoreductase TGGT1_277720 -1.19641 GDA1/CD39 family protein

TGGT1 268870 -2.24452 tetratricopeptide repeat-containing protein TGGT1_288640 -1.19467 radical SAM domain-containing protein

TGGT1_230150 -2.23593 ChAPs (ChsS5p-Arf1p-binding proteins) protein TGGT1_272540 -1.19461 protein kinase (incomplete catalytic triad)

TGGT1 207960  -2.20096 rhoptry neck protein RON6 TGGT1_277740 -1.19385 zinc finger, C3HCA type (RING finger) domain-containing protein

TGGT1 315210 -2.19578 putative rhoptry protein TGGT1_218580 -1.18558 RNA TrmH family protein

TGGT1_311470 -2.17568 rhoptry neck protein RONS TGGT1_286932 -1.17635 | ATPase family associated with various cellular activities (AAA) domain-containing protein

TGGT1 316280 -2.15338 transporter, major facilitator family protein TGGT1_293260 -1.1755 ATPase/histidine kinase/DNA gyrase B/HSP90 domain-containing protein

TGGT1_305590 -2.09845 ABC region domain-containing protein | TGGT1 220230A|  -1.16692 leucine rich repeat-containing protein

TGGT1 237090 | -2.06529 AP2 domain transcription factor AP2X-5 TGGT1_281930 -1.15826 SAG-related sequence SRS39

TGGT1 280770 -2.01518 | regulator of chromos: (RCC1) repeat-containing protein | TGGTL_272475 -1.13415 protein kinase domain-containing protein

TGGT1_229350 -2.00973 HEAT repeat-containing protein TGGT1_221922 -1.13364 NifU family domain-containing protein

TGGT1 264420 | 195074 putative Ii TGGT1_224480 -1.13223 putative cell-cycle-associated protein kinase CLK

TGGT1 308090 -1.93753 rhoptry protein ROPS TGGT1_240850 -1.12472 WD domain, G-beta repeat-containing protein

TGGT1_276130 -1.92584 cathepsin CPC2 TGGT1_215640 -1.12059 zinc finger, C3HCA type (RING finger) domain-containing protein

TGGT1_216000 -1.92439 alveolin domain containing filament IMC3 TGGT1_203390 -1.11609 CRAL/TRIO domain-containing protein

TGGT1_236960 -1.91712 transporter, major facilitator family protein TGGT1_257290 -1.1122 RNA 2" Tpt1/KptA family protein

TGGT1_287160 -1.91139 internal kinesin motor domain protein TGGT1_259950 -1.1117 carbonate dehydratase, eukaryotic-type domain-containing protein

TGGT1 2016308 181531 protein 2C domain-containing protein TGGT1_233120 -1.1094 AP2 domain factor AP2VIII-2

TGGT1_269180 -1.80924 MIF4G domain-containing protein TGGT1_207940 -1.10915 putative ribosomal protein S9

TGGT1 204160 |  -1.80139 GYF domain-containing protein TGGT1_253090 -1.10315 DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein

TGGT1 203990 -1.78578 rhoptry protein ROP12 TGGT1_253380 -1.10264 AP2 domain factor AP2III-2

TGGT1_285870 -1.78087 SAG-related sequence SRS20A TGGT1_304670 -1.10039 leucine rich repeat-containing protein

TGGT1 258660 -1.7598 rhoptry protein ROP6 TGGT1_213392 -1.10016 surface antigen repeat-containing protein

TGGT1 200230 -1.75538 microneme protein MIC17C TGGT1_218590 -1.09337 protein 2 d ing protein

TGGT1_231640 -1.74295 alveolin domain containing i filament IMCL TGGT1_278930 -1.08706 Tubulin-tyrosine ligase family protein

TGGT1_286590 -1.73346 microtubule associated protein SPM2 TGGT1_209080 -1.08331 transport protein particle (trapp) bet3 protein

TGGT1 227370 -1.7321 hydrolase CocE/NonD family protein TGGT1_312570 -1.08233 CMGC kinase, MAPK family (ERK) MAPK-1

TGGT1_215775 -1.72077 rhoptry protein ROP8 TGGT1_309120 -1.08156 ribosomal protein RPL4

TGGT1 236860 -1.70732 haloacid family hydrolase domain-containing protein | TGGT1_254210 -1.0802 RNA . g protein

TGGT1_309590 -1.70724 thoptry protein ROP1 TGGT1_202390 -1.07879 515 sporozoite-expressed protein

TGGT1 257470 | 167585 myosin J TGGT1_213810 -1.0787 iron-sulfur cluster protein ISCA

TGGT1 248470 -1.66427 subtilisin SUB6 TGGT1_260150 -1.07813 tetratricopeptide repeat-containing protein

TGGT1_363030 -1.66422 rhoptry protein ROPS TGGT1_221980 -1.06744 U1 zinc finger protein

TGGT1 292140 | 165807 NIMA-related protein kinase NIMA1 TGGT1_204140 -1.06567 PHD-finger domain-containing protein

TGGT1 275610 -1.64886 protein kinase, other TGGT1 2074608 |  -1.05874 RabSB protein

TGGT1_251740 -1.64645 AP2 domain transcription factor AP2XII-9 TGGT1_280500 -1.0548 inorganic anion transporter, sulfate permease (SulP) family protein

TGGT1 210260 1.5069 NAD-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase TGGT1_235450 -1.05405 big enzyme subfamily protein

TGGT1 227810 -1.58897 rhoptry kinase family protein ROP11 (i catalytic triad) TGGT1 216740A|  -1.03546 riboflavin kinase

TGGT1_253060 -1.58388 WD domain, G-beta repeat-containing protein TGGT1_206510 -1.03486 toxolysin TLN4

TGGT1 310010 -1.57889 rhoptry neck protein RON1 TGGT1_262750 -1.03034 putative histone lysine SET

TGGT1_225110 -155057 AP2 domain transcription factor AP2X-2 TGGT1_265500 -1.02653 chloride transporter, chloride channel (CIC) family protein

TGGT1 304650 |  -1.55016 histidine acid superfamily protein TGGT1_247195 -1.02633 microneme protein MIC15

TGGT1 220270 -1.54948 alveolin domain containing filament IMC6 TGGT1_299190 -1.02554 B-box zinc finger domain-containing protein

TGGT1_265780 -1.52983 flagellar/basal body protein TGGT1_273780 -1.02378 SWI2/SNF2-containing protein

TGGT1 214080 | -151301 toxofilin TGGT1_248870 -1.0196 SNARE associated Golgi protein

TGGT1 250800 -1.50356 AP2 domain iption factor AP2XII-8 TGGT1_202820 -1.01506 biguitin-conj enzyme subfamily protein

TGGT1 2202308  -1.50041 leucine rich repeat-containing protein TGGT1_233810 -1.00851 Sell repeat-containing protein

TGGT1 293240 -1.4844 lipase TGGT1_232360 -1.00811

TGGT1 216710 -1.47718 transporter, major facilitator family protein TGGT1_227900 -1.00791 AP2 domain factor AP2X-1

TGGT1_233090 -1.45286 XPG N-terminal domain-containing protein TGGT1_262400 -1.00664 lipase

TGGT1 290020 4372 cyclin dependent kinase binding protein TGGT1_263785 -1.00419

TGGT1 312100 -1.4227 plasma pe Ca(2+)-ATPase A1 PMCAAL TGGT1_285730 -1.00375 TBC domain containing protein

TGGT1 246000 | -141111 large subunit ribosomal protein IMG2 TGGT1_271580 H#NAME? Toxoplasma gondii family D protein

TGGT1 222430 -1.41042 HECT-domain (ubiquitin-transferase) domain-containing protein TGGT1_279460 #NAME? Toxoplasma gondii family B protein

TGGT1_310190 -1.41039 PIK3R4 kinase-related protein (incomplete catalytic triad) TGGT1_238460 H#NAME? SAG-related sequence SRS228’
TGGT1_239730 #NAME? MORN repeat-containing protein
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ANEXO 30. Principales familias asociadas a los DEGs a la baja en T. gondii

al interactuar con PBMCs-h entre las 0 y 6 hpi.

Principales familias de proteinas expresadas a la baja en T.gondii durante la interaccion con PBMCs-h negativos 0 vs 6
Family [gene log2(fold_change) Product Description
TGGT1_ 291960 -2.50284 rhoptry kinase family protein ROP40 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_295125 -2.46334 rhoptry protein ROP4
TGGT1_295110 -2.36059 rhoptry protein ROP7
TGGT1_411430 -2.30985 rhoptry protein ROP5
TGGT1_315220 -2.27923 rhoptry protein ROP14
ROPs TGGT1_308090 -1.93753 rhoptry protein ROP5
TGGT1_203990 -1.78578 rhoptry protein ROP12
TGGT1_258660 -1.7598 rhoptry protein ROP6
TGGT1_215775 -1.72077 rhoptry protein ROP8
TGGT1_309590 -1.70724 rhoptry protein ROP1
TGGT1_363030 -1.66422 rhoptry protein ROP8
TGGT1_ 227810 -1.58897 rhoptry kinase family protein ROP11 (incomplete catalytic triad)
TGGT1_275670 -3.17306 alveolin domain containing intermediate filament IMC15
TGGT1_226220 -2.89179 alveolin domain containing intermediate filament IMC9
Alveolinas TGGT1_216000 -1.92439 alveolin domain containing intermediate filament IMC3
TGGT1_231640 -1.74295 alveolin domain containing intermediate filament IMC1
TGGT1_220270 -1.54948 alveolin domain containing intermediate filament IMC6
TGGT1_224520 -1.38646 alveolin domain containing intermediate filament IMC8
TGGT1_318470 -3.28681 AP2 domain transcription factor AP2IV-4
TGGT1_217700 -3.02414 AP2 domain transcription factor AP2XII-2
TGGT1_202500 -2.50955 GAPM1a
TGGT1_230150 -2.23593 ChAPs (Chs5p-Arflp-binding proteins) protein
TGGT1_237090 -2.06529 AP2 domain transcription factor AP2X-5
TGGT1_251740 -1.64645 AP2 domain transcription factor AP2XII-9
TGGT1_225110 -1.55057 AP2 domain transcription factor AP2X-2
AP2 TGGT1_250800 -1.50356 AP2 domain transcription factor AP2XII-8
TGGT1_288950 -1.36594 AP2 domain transcription factor AP2IX-4
TGGT1_215570 -1.29552 AP2 domain transcription factor AP2X-11
TGGT1_ 233120 -1.1094 AP2 domain transcription factor AP2VIII-2
TGGT1_253380 -1.10264 AP2 domain transcription factor AP2IlI-2
TGGT1_209080 -1.08331 transport protein particle (trapp) component, bet3 protein
TGGT1_312570 -1.08233 CMGC kinase, MAPK family (ERK) MAPK-1
TGGT1_227900 -1.00791 AP2 domain transcription factor AP2X-1
TGGT1_297960B -3.75836 rhoptry neck protein RON6
TGGT1_223920 -3.12715 rhoptry neck protein RON3
TGGT1_300100 -2.90683 rhoptry neck protein RON2
TGGT1_306060 -2.58543 rhoptry neck protein RON8
TGGT1_308810B -2.37081 rhoptry neck protein RON9
RONSs TGGT1_308810A -2.30977 rhoptry neck protein RON9
TGGT1_297960A -2.20096 rhoptry neck protein RON6
TGGT1_311470 -2.17568 rhoptry neck protein RON5
TGGT1_200230 -1.75538 microneme protein MIC17C
TGGT1_310010 -1.57889 rhoptry neck protein RON1
TGGT1_213810 -1.0787 iron-sulfur cluster protein ISCA
TGGT1_247195 -1.02633 microneme protein MIC15
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Anexo 31. Factores de transcripcion mas relevantes en los DEGs
resultantes de la interaccion PBMCs humanos —Toxoplasma gondii en Oh
vs 6 hpi en MeExSs

PBMCs CRO
(1287 DEGs)

TF E2F: - Crucial en ciclo celular (CdKs) y en la accion de
proteinas supresoras de tumores. Blanco de virus
transformantes.

TF ZF5 (muchas variantes): Represores de transcripcion.
Mismos sitios de reconocimiento que TF Sp1 (activador).

TF E2F2: Ciclo celular.

TCF-1: Preserva la funcion efectora en células agotadas durante
infecciones crénicas (virus).

TF-AP-2 alfa, beta y gamma: Reguladores ubicuos, sobre
expresados en algunos carcinomas.

PBMCs NEG
(828 DEGs)

TF Sp1: 12 000 BS en el genoma humano (Ubicuo),
activador de genes reguladores del ciclo celular,
involucrado en patrones de expresion especificos,
apoptosis, cancer.

TF Sp2: sobre expresado en algunos tipos de
cancer.

TF BTBE1: Represor e Integrante de de la familia TF
Sp.

TF KROX: Regulacidn de coldgeno I.

TF-AP-2, alfa, beta y gamma: Reguladores ubicuos,
sobre expresados en algunos carcinomas.
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ANEXO 32. ACTA DE APROBACION DEL COMITE DE BIOETICA.

UNIVERSIDAD DEL QUINDIO
" FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
COMITE DE BIOETICA E INVESTIGACION DE LA FACULTAD CIENCIAS
DE LA SALUD
CONCEPTO BIOETICO

ACTA 08 COMITE DE BIOETICA DE INVESTIGACION (Resolucion
0600 del 29 de octubre de 2001) FECHA: 6 DE MAYO DE 2016

NOMBRE DEL PROYECTO: Inmunoma (transcriptomica de células

mononucleares de sangre periférica) en la toxoplasmosis ocular
humana.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Aylan Farid Arenas Soto

Este proyecto se basa en muestras de humor vitreo previamente
obtenidas por médico oftalmologo especializado y bajo custodia del
Laboratorio de Biomédicas de la Universidad del Quindio — Grupo
GEPAMOL y el programa de atenciéon a pacientes con toxoplasmosis
del Centro de Salud de la Universidad del Quindio. La utilizacién de
las muestras con fines investigativos sera consultada con los
pacientes quienes suscribiran un consentimiento informado al
convertirse en sujetos de investigacion, ya que dicho documento no
existe con anterioridad. Se verifica que no se trata de una poblacién
cautiva ni vulnerable.

De acuerdo a la Resolucion 008430 el proyecto cumple con lo
establecido en el Capitulo 1, Titulo Il relativo a la investigacion en
seres humanos., incluyendo lo concerniente a las disposiciones de un
Consentimiento Informado previo valido.

Este proyecto implica la manipulacion del Parasito Toxoplasma Gondii,
clasificado por OMS en el Grupo de Riesgo Il (Microorganismos que
representan riesgo moderado para el individuo y limitado para la
comunidad). De acuerdo a la Resolucion 008430 de 1993, el
proyecto cumple con lo establecido en el Titulo IV sobre
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Bioseguridad de la Investigaciones, en su Capitulo | que trata de las
investigaciones con microorganismos patégenos o material biolégico
que pueda contenerlo y, especificamente con lo que trata el
ARTICULO 68: Los microorganismos que se clasifiquen en los grupos
de riesgo | y Il deberan manejarse en laboratorios de tipo basico de
microbiologia, empleando gabinetes de seguridad cuando se
considere necesario.

Los riesgos de contaminacion ambiental son controlados
mediante el seguimiento de protocolos y normas del Laboratorio
de Ciencias Biomédicas de la Universidad del Quindio, relativos
al manejo de residuos y patégenos de este tipo de muestra.

De igual manera se da cumplimiento a lo establecido en el Decreto
2676 del 2000 del Ministerio del Medio Ambiente, con relacién a la
gestion integral de los residuos hospitalarios y similares.

Queda pendiente tramitar el permiso del Instituto Nacional de Salud
para la manipulacion de Organismos Modificados Genéticamente. El
Comité realizara seguimiento al cumplimiento de este tramite.

El proyecto cuenta con la debida autorizaciones de las instituciones
donde se va a realizar la investigacion

A plr ol s
INGEBORG CARVAJAL FREESE MD, PHD

Presidente Comité de Bioetica e Investigaciones de la Facultad de
Ciencias de la Salud
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ANEXO 33. Ejemplo (muestra A21) de control de calidad del rango de
error de las lecturas en los transcriptomas.

Error rate distribution along reads (A21)
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ANEXO 34. Ejemplo (muestra A21) de control de calidad del contenido
de bases en los transcriptomas.

Bases content along reads (A21)
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ANEXO 35. Ejemplo (muestra A21) de control de calidad de la
clasificacion de las lecturas en los transcriptomas.

Classification of Raw Reads (A21)

| Clean Reads (21988271, 97.64%)
Containing N (34652, 0.15%)

 Low Quality (45245, 0.20%)

|| Adapter Related (451102, 2.00%)
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ANEXO 36. Ejemplo (muestra A21) de control de calidad de la
distribucion de de las lecturas en los en los cromosomas humanos.
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ANEXO 37. Ejemplo (muestra A21) de control de calidad del porcentaje
exonico de las lecturas en los en los transcriptomas humanos.

intronic 9.21%
| intergenic 1.33%
l

exonic 89.46%
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ANEXO 38. Constancia de Pasantia en Universidad Nacional de la Plata,
Argentina.

SR CREG

CenTrRO REGIONAL DE ESTUDIOS GENOMICOS
Facultad de Ciencias Exactas (FCE)
Universidad Nacional de La Plata (UNLP)

La Plata, 30 de Enero de 2020.

Olga Alicia Nieto Cardenas
MD, MPH, PhD
Coordinadora Doctorado en Ciencias Biomedicas Universidad del Quindio

De mi mayor consideracion,
Me dirjo a Ud. para certificar que el alumno de doctorado John Alejandro Acosta Davila ha
realizado una estancia de dos meses en mi laboratorio en |la Universidad Nacional de la Plata.
Dicha estancia de investigacion se llevo a cabo del 23 de septiembre al 22 de Noviembre de 2019,
donde el estudiante fue entrenado en técnicas de analisis de datos de RNA-seq. Quiero destacar
que durante su estancia, el estudiante se ha desempefado con dedicacion y demostrando su
excelente formacion previa, contribuyendo a un desarrollo muy provechoso de su estancia.

Sin otro particular la saludo a Ud muy atentamente.

Pw“;é‘.__'

Dr. Luis Diambra
+542214236332
Email: Idiambra@gmail.com
Centro Regional de Estudios Genomicos—-UNLP.
Bivd 120 No 1461, CP:1800 La Plata Argentina.
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ANEXO 39. Constancia de pasantia en la universidad de Buenos Aires.

De partamento de Quimica Biolégica
Laboratorio de Virologia
Cindad Universitaria - Pabellén 2 - Piso 4
i e B A 1428 Buenos Aires - Argentina
S —— nos Adres FAX 5411-4576-3342
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales TEL 54-11-4576-3334

Bucnos Aires, 18 de diciembre de 2018

Olga Alicia Nieto Cardenas

MD, MPH, PhD

Coordinadora Doctorado en Ciencias Biomédicas
Universidad del Quindio

De mi mayor consideracion,

le escribo para agradecer la confianza depositada en mi grupo de investigacion y
clkgimos para que ¢l estudiante de doctorado Alejandro Acosta realice una pasantia
desde 9/11 al 10/12/2018.

Quicro destacar que la experiencia ha sido fabulosa.

El estudiante se ha dedicado de manera sostenida a realizar desarrollos experimentales
que forman parte de un proyecto de investigacion colaborativo, demostrando absoluto
compromiso y poniendo en practica su sélida formacién que trac desde su prestigiosa
institucion, asi como aprendiendo ripidamente nuevos conceptos y metodologias.

Muy probablemente estos resultados puedan ser parte de una publicacién en un futuro
cercano y por supuesto que serd incluido como co-autor.

El estudiante ha asistido a seminarios de nuestro Instituto, asi como a un Congreso
Intermacional y un encuentro cientifico nacional de altisimo nivel.

La calificacion por su desempeno es de 5/5.

Una vez mas, les agradezco mantener y fortakecer nuestros vinculos académicos a través
de este tipo de actividades.

La salud a Ud muy atentamente,
Cybeke
(DD

Dra Cybek Garcia

Lab. de Estrategias Antiviraks, FCEyN, UBA
Investigadora Independiente de CONICET

Jefe de Trabajos Pricticos dedicacion exclusiva, UBA
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ANEXO 40. Portada articulo publicado como resultado de la pasantia en la
universidad de Buenos Aires.

European journal of Medcmal Chenustry 182 (2019) 111628

Contents lists available at Science Direct

o ,! European Journal of Medicinal Chemistry AL

ELSEVIER Journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ejmech

Research paper

De novo design approaches targeting an envelope protein pocket to )
identify small molecules against dengue virus e

Emilse S. Leal *, Natalia S. Adler **, Gabriela A. Fernandez ", Leopoldo G. Gebhard ",
Leandro Battini ', Maria G. Aucar ‘, Mariela Videla ', Maria Eugenia Monge ,
Alejandro Herndndez de los Rios ', John Alejandro Acosta Davila ', Maria L. Morell ',
Sandra M. Cordo ', Cybele C. Garcia ', Andrea V. Gamarnik *, Claudio N. Cavasotto “**,
Mariela Bollini *°

A Centro de Mvestigaciones en Bionanociencias (CION), Consejo Nacional de Imestigaciones Cientificas y Fcnicas (CONICET) Codoy Cruz, 2 390, Gudad
Autonoma de Buenos Awres, Argentina

" conxer Departamento de Cencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Qualmes, Roque Sienz Pena 352, B1876, Bernd, Buenos Aires, Argenting

© Computational Drug Design and Molacular bnformatics Laboratory, Transhational Medicine Res earch Institute (MMT) CONKET Univer idad Austal, Pilar
Derqui, Buenos Aires, Argenting

9 Facultad de Cencias Biomédicos, y Foculad de Ingenierio, Universidad Austm, Pilar Derqui, Buenos Aires, Argenting

© Aus tral I nsti tute for Artificial Inteligence, Universidad Austral, Pilar-Derqui, Buenos Aires, Argentina

f Universidad de Buenos Aires, Focultad de Ciencias Exactos y Natwales, Departamento de Quimica Biologica, Loboratorio de Estrategios Antivirales,
CONKCET, Instituto de Quimica Biologica (JQLUBICEN), Buenos Aires, Argenting

¥ Fundaci 6n I nsti tuto Leloir CONK ET, Av. Patricias Argentinas 435, Gudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina Buenos Aires, Argentina
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ANEXO 41. Certificado del premio obtenido en el “XlIl ENCUENTRO
NACIONAL DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS’ y el
‘Il ENCUENTRO ANDINO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS” organizado
por la Asociacion Colombiana de infectologia ACIN 2020.

La Asociacién Colombiana de Infectologia -
ACIN

Certifica que:
El trabajo:

Anadlisis transcriptomico dual de células mononucleares
de sangre periférica humana (PBMCs) provenientes de
individuos con toxoplasmosis y estimuladas ex- vivo
con Toxoplasma gondii cepa RH
John Alejandro Acosta Davila

Obtuvo €l primer lugar en el concurso de restimenes en investigacion basica
EN EL MARCO DEL:

XII ENCUENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS y el II
ENCUENTRO ANDINO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

\ché Q wave O

JOSE MILLAN ONATE
Presidente ACIN
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ANEXO 42. Certificado de curso sobre transcriptomica y RNAseq.

%

Universidad
del Valle

La Universidad del Valle

Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas

Certifica que:

John Alejandro Acosta Davila

C.C 4.378.078

Asistio al curso de:
Uso de R para estudios de

Transcriptomica y RNASeq

Resolucion N° 52 del 21 de marzo de 2019 Consejo de Facultad
22 al 26 de abril de 2019: 40 Horas

\
‘I
- v_f'l.-:

Nai) W0,
E! Decano La Coordinadora de Area Académica
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ANEXO 43. Certificado de socializaciéon de avances del trabajo en el Xl
encuentro ACIN.

La Asociacién Colombiana de Infectologia, ACIN

Certifica que:

ALEJANDRO ACOSTA

Asistié en calidad de: PONENTE

al

ENCUENTRO NACIONAL

DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

| Encuentro Andino de Investigacidn en Enfermedades Infecciosas

Realizado del 2 al 4 de agosto de 2018

Sede: Movich Hotel de Pereira, Pereira - Colombia
Intensidad horaria: 28 horas

=
V. _,_'{ Ve

ALFONSO J. RODRIGUEZ-MORALES rio l.értz
Presidente X| Encuentro Presidente ACIN

.
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ANEXO 44. Certificado de socializacion de avances del trabajo en el Bogota
Microbial meeting.

El comité organizador del

Bogota Microbial Meeting 2018

Certifica que

John Alejandro Acosta Davila
con C.C.4378078

Participé como __Ponente - Modalidad Oral _ enel:

Bogota Microbial Meeting

Que se realizé el 9y 10 de agosto de 2018
en la Universidad El Bosque

M\Q\L\ Dlojudns Deorda G

Dr. Miguel Otero Alejandro Acosta
Vicerrector de Investigaciones, Comité organizador BoMM 2018
Universidad El Bosque

UNIVERSIDAD

EL BOSQUE BioHAUs illumina  Arocses mocare
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Anexo 45. Consentimiento informado.

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA PARTICIPANTES Y
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto: “Analisis Transcriptomico de células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMCs) provenientes de individuos con Toxoplasmosis®

Investigador principal:

Jorge Enrique Gomez PhD

Investigadores asociados:

Hernan Lorenzi PhD. Laura Lorena Garcia Est. M.Sc.

Ligia Alejandra de la Torre PhD. Juan David Valencia Est. M. Sc
Alejandro Hernandez M.Sc Daniel Celis Giraldo Est. Medicina
John Alejandro Acosta M.Sc Manuela Mejla Oguendo Est. Medicina
Juliana Mufioz Ortiz MD Monica Vargas Montes M.Sc

Resumen del proyecto

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular obligado que invade y se replica en
casi todas las células nucleadas de la gran mayoria de vertebrados. Toxoplasma
gondii es el segundo patogeno mas importante de transmision alimentaria
generando importantes pérdidas econdmicas y un delrimento en la calidad de vida
de las personas infecladas, especialmente en personas inmunocompromelidas. La
infeccion por este parasito es una de las principales causas de discapacidad visual
an pacientes de numerosos paises, siendo responsable del 30 al 50% de los casos
de uveitis en pacientes inmunc-competentes. En Colombia nuestro grupo de
investigacion (GEPAMOL) ha encontrado que los individuos cronicos pueden
desarrollar la infeccion ocular con diferentes grados de severidad. Multiples
apisodios de infeccion ocular, como lo son las recurrencias, conllevan a perdida
parcial de la vision o incluso en algunas personas a la ceguera. Se hace necesario
antonces, conocer los genes humanos relacionados con la inmunidad que son
alterados en su expresion durante la infeccion del parasito. Los estudios con células
provenientes de individuos que padecen la enfermadad representan un muy valioso
ascenario para la comprension de esta patologia, pues esto permitiria conocer los
genes y rutas de comunicacion celular que estan siendo moduladas por esle
parasito. Este proyecto permitird entender mejor estos mecanismos geneéticos y
moleculares y conlribuir al desarrollo de nuevas estralegias para el diagnostico y
fratamiento de esta afeccion.

Invitacion a participar

Antes de tomar la decision de participar en la investigacion, tenga en cuenta que
debe ser mayor de edad, encontrarse vinculado a una EPS y haber leido
atentamente este formulario de consentimiento, gue tiene como propésito orientario
an su decision. Si tiene alguna duda o no entiende algan término o idea presentada
an este documento preglntele a la persona que le presentd este documento que
sera uno de los investigadores asociados relacionados al inicio de este documento
ya que estos tiene la disposicion y la obligacion de responderle.

Poging1de S
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Elinvestigador principal Jorge Enrique Gomez Marin en ningun momento del estudio
coaccionara su decision de participar ni sera el encargado de presentarle esle
documento.

Nola Aclaratoria: En caso de ser menor de edad se requerira el consentimiento
informado por parte de los padres de familia o su prepresentante legal (mayor de
edad).

Le invitamos para que participe en el proyecto de investigacion: Analisis
Transcriptomico de células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMCs) provenientes de individuos con Toxoplasmosis. El cual sera llevado a
cabo por el Grupo de Investigacion en Parasitologia Molecular (GEPAMOL) de la
Universidad del Quindio en el centro de Investigaciones de cencias Biomédicas.

Aspectos a tener en cuenta durante el desarrollo de la investigacion:

- Los estudios de invesligacion en ciencias biomédicas buscan obtener informacion
cientifica que puede ser Util al sector salud u ofras personas en el futuro.

- Su participacion es voluntaria. Usled puede rehusarse a participar, o puede refirar
su consentimiento en cualguier momento y por cualquier motivo.

- Si usted quiere participar en este estudio es necesario firmar este consentimiento.
El cual se realizara por duplicado para que usled reciba una copia de él. Aun si
usted firma esle consentimiento puede relirarse de estudio cuando usted desee sin
ninguna repercusion negativa para usted.

- Usted puede preguntarle al investigador principal, Jorge Enrique Gomez Marino a
cualquier ofro miembro del grupo de investigadores listados al comienzo de esle
documento, y tambien al quien le esla presentando el consentimiento informado,
fodas las dudas que tenga acerca de esle estudio y puede realizarlo en cualquier
momento de su ejecucion. Podra comunicarse directamente al siguiente teléfono al:
3206730037 o mediante correo electronico gepamol2@uniquindio.edu.com.

¢Para qué se esta realizando este estudio?

Esta investigacion tiene como objetivo identificar algunos genes y proleinas de
células del sistema inmune (defensa) asociados a casos de loxoplasmosis. Los
resultados obtenidos a partir del estudio aportaran conocimientos basicos sobre
algunos factores biologicos asociados a la enfermedad, los cuales serviran como
base para la deteccion de biomarcadores y blancos terapéuticos con el fin de
contribuir a la basqueda de nuevas allernativas diagnésticas y de tratamientos mejor
enfocados.

Procedimiento del estudio

Previa firma del consentimiento informado se realizara un examen oftamologico
integral y se tomara muestra de sangre de 8ml mediante puncion venosa, eslo con
@l fin de realizar un test anti-toxoplasma. En los individuos que se encuentre lesiones
sugestivas de uveilis infecciosa se realizard en la misma muestra de sangre
previamente tomada, pruebas para enfermedades infeccosas cronicas como
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Herpes Virus, Citomegalovirus, Epstein Barr, y varicela zoster que podrian explicar
tambien el origen de la lesion. En caso confirmacion de lesion debida a Toxoplasma
gondii, usted sera remitido a consulta con un especialista del Centro de salud de la
Univerisdad del Quindio. En caso de que la lesion se explique por otras infecciones
al investigador principal lo guiara en el proceso para el manejo en su entidad
promotora de salud a la cual usted se encuentre afiliado. Es importante aclarar que
sus datos seran manejados confidencialmente al ser codificados, es decir, solo el
investigador principal conocera sus datos personales y los investigadores asociados
manejaran su muestra con un codigo.

Por otro lado solo si los analisis resultan positivos para toxoplasmosis. y negativos
para las ofras infecciones mencionadas, se procederd a tomar una segunda muestra
de sangre de 20 mL. Ambos procedimientos de puncion venosa se llevaran a cabo
an momentos diferentes y seran realizados por la auxiliar del laboratorio clinico del
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Quindio altamente
capacitada para la toma de mueslras, por lo cual el riesgo del procedimiento se
cataloga como minimo. A parlir de la sangre proporcionada por usted, se separaran
las células del sisterna inmune que estan encargadas de defender al cuerpo contra
las enfermedades. Luego las células separadas de la sangre se pondran en contacto
con el parasito Toxoplasma gondii y se evaluara la respuesta inmune de éstas a
través diferentes técnicas de inmunologia y biclogia molecular.

¢Cuanto tiempo dura su participacion?

Su participacidon inicia desde el momento en que se realiza la firma del
consentimiento y la toma de la muestra y durante los dos anos de vigencia del
proyecto. Esto no implica que usted deba eslar presente durante los dos anos sino
que los datos generados a partir de su muestra seran utilizados durante lodo este
periodo. Aun asi, usted puede nolificar no formar parte del proyecto en cualquier
momento del desarrollo del proyecto.

En caso de ser positivo para alguna enfermedad crénica diferente a toxoplasmosis,
sus parlicipacion en el estudio serd finalizada, solo por razones investigativas que
no tienen que ver con su edad, raza o género. Las razones se deben a que ofro lipo
de infecciones cronicas generarian informacion adicional y confusa, no propiamente
relacionada con la toxoplasmosis ocular y con el objelivo general del presente
proyecto investigacion.

¢Cuales son los posibles beneficios para usted y la sociedad derivados de
esta investigacion?

Su participacion voluntaria en el estudio no le proporcionara ningun beneficio directo,
pero le permilira conocer si usted posee o no una infeccion cronica como las

nombradas anteriormente, se le guiara en el proceso para que en caso de lener
alguna obtenga el manejo médico pertinente..

Por ofro lado, los resultados del esludio que solo lienen que ver con la
toxoplasmosis, contribuiran al entendimiento de los faclores inmunolégicos
asociados a la toxoplasmosis ocular, de esla manera, a largo plazo la informacion
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generada a partir de la muestra suministrada por usted estaria aportando al beneficio
de la poblacion en general. Los resultados de la investigacion y el andlisis de la
misma se publicaran en un formato de articulo cientifico, al cual tendra acceso en el
momento en que lo desee, una vez se enfregue el informe final del proyecto. En
dicho articulo cientifico en ningun momento aparecera directamente su informacion
confidencial como nombre, telefono, diagndsticos elc.

¢Usted presentara alguna afectacion negativa por participar en el estudio?

Los procedimientos que se le realizaran en el estudio no afectaran en ninguna
medida su integridad fisica, todos los procedimientos seran realizados por personal
axperto en el area y eslas aclividades presentan un nivel de riesgo minimo.

La informacion generada a partir de los examenes realizados para infecciones como
citomegalovirus pueden presentar cierta incertidumbre para usted pero estara
acompanado en el proceso por el personal capactado como lo es el medico
investigador principal.

Sus derechos como participante:

Si usted decide participar en este estudio y luego cambia de opinion, tiene el derecho
a relirarse del estudio en cualquier momento sin ninguna consecuencia
desfavorable. Asi mismo puede hacer las preguntas que considere importantes en
cualquier momento.

Confidencialidad de sus datos:

Si acepla participar en el presente esludio, los resullados oblenidos seran
confidencialmente manejados por el grupo de investigacion GEPAMOL y archivo del
Centro de Investigaciones Biomeédicas al manejar sus muestras de y la informacion
generada de manera codificada y no con su nombre.

¢ Qué debe hacer si tiene preguntas acerca de este estudio o si decide
terminar su participacion en el estudio?

Usted tiene la oportunidad de preguntar y oblener todas las respuestas a sus
preguntas sobre esla investigacion antes de firmar el consentimiento. Su
participacion en el estudio es voluntaria y usled puede negarse a participar, o
retirarse del estudio en cualquier momento. Si uslted decide suspender su
participacion en el estudio, puede llamar al leléfono 320 673 00 37 o mediante correo
electronico gepamol2@uniquindio.edu.com
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PERSONAL

Me han explicado verbalmente y he leido la informacién proporcionada previamente.

Yo con cédula de cludadania

No voluntariamente acepto particpar en este estudio. En

constancia, firmo este documento de Consentmiento informado, en presencia del

investigador y dos testigos, en la cludad de Armenia el dia ___ del mes de
del afo .

Nombre completo, firma y documento de identidad de la persona que acepta participar
en el estudio.

Nombre:

Firma:

Cédula de Ciudadania #: de:

INVESTIGADOR Y TESTIGOS
Nombre completo, firma y documento de identidad del INVESTIGADOR

Nombre:

Firma:

Cédula de Ciudadania #: de:
Nombre completo, firma y documento de identidad del TESTIGO NUMERO 1

Nombre:

Firma:

Cédula de Ciudadania #: de:

Direccién:

Relacién o parentesco:

Nombre completo, firma y documento de identidad del TESTIGO NUMERO 2

Nombre:

Firma:

Cédula de Ciudadania #: de:

Direccién:

Relacién o parentesco:
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Anexo 46. Diplomado en Bioetica.

UNIVERSIDAD

v FACULTAD

=z | CIENCIAS DE LA SALUD
DOCTORADO EN CIENCIAS EN BIOMEDICAS

Certifican que

Jhon Alejandro Acosta Davila

C.C. 4.378.078

Asistio y cumpli6 satisfactoriamente con los anz.m_\sw exigidos para el Diplomado a_,, Bioética. Realizado del 20 de agosto
de 2016 al 10 de junio de 2017, con una intensidad de 264 horas tedrico-practicas.

wV-EXD . Nl
2| A AT )
m ﬁ LA r_..//.. ov\«r}l“ \u&n cewmef

DR. JORGE ENRIQUE GOMEZ MARIN OLGA ALTCIA NIETO CARDENAS DANIEL MENESES CARMONA
Decang Facultad Qhecias de la Salud Coordinacora octorado en Ciencias Biomédicas Docente en Bicética
de Ia Universidad del Quindia

PERTINENTE CREATIVA INTEGRADORA

PARA MEYOR WFORMACION

www.uniquindio.edu.co




