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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una infeccion parasitaria del sistema nervioso
central (SNC) ocasionado por Tenia solium, donde la neuro inflamacion juega un
papel clave en la patogénesis. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
infeccion por T. solian y el tratamiento antihelmintico en la expresion genica del
cerebro de ratas con NCC en dos tiempos de evaluacion, enfocado en los genes y
vias de sefalizacion asociadas a la neuro inflamacion. Para lo cual se emplearon
datos de mMRNA-Se obtenidos a partir de tejido cerebral de ratas con NCC con y sin
tratamiento antihelmintico, con sus respectivos controles sanos. Se realizaron
analisis bioinformaticos para identificar genes diferencialmente expresados (DEGS)
en tres evaluaciones: 1) Efecto del tratamiento durante la infeccién (ratas con NCC
tratadas con antihelminticos vs. ratas con NCC no tratadas); 2) Efecto de la
infeccion (ratas con NCC vs. ratas sanas, ambos grupos sin tratamiento
antihelmintico); y 3) Efecto interaccion infeccion-tratamiento (ratas con NCC vs.
ratas sanas, ambos grupos tratados con antihelminticos). Posteriormente se realiz
el enriquecimiento de términos GO, y la identificacion de genes y vias de
sefializacion relacionadas con neuro inflamacion a los 5 dias y 2 meses post
tratamiento. En la primera evaluacién se identificaron DEGs a los 2 meses
postratamiento (38 DEGS), sugiriendo un efecto del tratamiento. En la segunda
evaluacion se identificaron 336 DEGs a los 5 dias y 156 DEGs a los 2 meses. En
relacion a la tercera evaluacion se encontraron DEGs en ambos tiempos (164 DEGs
a los 5 dias y 1613 a los 2 meses), siendo mayor el numero DEGs a los 2 meses
postratamiento en ratas con NCC que recibieron antihelminticos. El analisis de

enriquecimiento funcional de genes estos se obtuvieron en las evaluaciones 2 y 3.



Destacando los términos GO como respuesta inmune, complejo de inflamasoma,
regulacién de transporte de neurotransmisores, entre otros. Se identificaron genes
que participan en la activacion de microglias y astrocitos en ratas en las diferentes
evaluaciones. En cuanto a las vias de sefializacion, los DEGs en ratas con NCC
(efecto de la infeccion) participan en la activacion de las vias Nf-kB y TNF mientras
que el efecto interaccion infeccion—tratamiento involucré la activacion de las vias
MAPK y PI3BK-AKT en ambos tiempos, ademas de TGF-$, quimiocinas y TNF
a los 2 meses postratamiento.

En conjunto, estos resultados evidencian que tanto la infeccidn por T. solian como
el tratamiento antihelmintico alteran la expresion de genes y vias relacionadas con

la neuroinflamacién en el cerebro de ratas con NCC.

PALABRAS CLAVES: RNA-se, genes expresados diferencialmente, neuro

inflamacion, Neurocisticercosis, Taenia solium



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is a parasitic infection of the central nervous system
(CNS) caused by Taenia solium, where neuroinflammation plays a key role in
pathogenesis. The aim of this study was to evaluate the effect of T. solium infection
and anthelmintic treatment on gene expression in the brains of rats with NCC at two
time points, focusing on genes and signaling pathways associated with
neuroinflammation. For this purpose, mMRNA-Seq data obtained from brain tissue
of rats with NCC, both treated and untreated, and their respective healthy controls
were used. Bioinformatic analyses were performed to identify differentially
expressed genes (DEGS) in three assessments: 1) Effect of treatment during
infection (rats with NCC treated with anthelmintics vs. rats with NCC untreated);
2) Effect of infection (rats with NCC vs. healthy rats, both groups untreated); and
3) Combined infection-treatment effect (rats with NCC vs. healthy rats, both groups
treated with anthelmintics). Subsequently, GO term enrichment was performed, and
genes and signaling pathways related to neuroinflammation were identified at 5
days and 2 months post-treatment. In the first evaluation, 38 DEGs were identified
at 2 months post-treatment, suggesting a treatment effect. In the second evaluation,
336 DEGs were identified at 5 days and 156 DEGs at 2 months. In the third
evaluation, DEGs were found at both points (164 DEGs at 5 days and 1613 at 2
months), with a higher number of DEGs at 2 months post-treatment in rats with
NCC that received anthelmintics. The functional enrichment analysis of these genes
was obtained in assessments 2 and 3. Key terms included GO, such as immune
response, inflammasome complex, and neurotransmitter transport regulation.

Genes involved in the activation of microglia and astrocytes in rats were identified



in the different assessments. Regarding signaling pathways, DEGs in rats with NCC
(effect of infection) participate in the activation of the Nf-kB and TNF pathways,
while the combined infection-treatment effect involved the activation of the MAPK
and PI3K-AKT pathways at both time points, as well as TGF-B, chemokines, and

TNF at 2 months post-treatment.

Taken together, these results demonstrate that both T. solium infection and
anthelmintic treatment alter the expression of genes and pathways related to
neuroinflammation in the brains of rats with NCC.

KEYWORDS: RNA-seq, differentially expressed genes, neuroinflammation,

Neurocysticercosis, Taenia solium



INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) es una infeccion del sistema nervioso central
(SNC) causada por la larva de Taenia solium denominado cisticerco (1). Esta
enfermedad parasitaria se manifiesta a través de diversos sintomas, siendo
responsable de epilepsia adquirida en adultos en zonas endémicas (1-3).
Ademas, se ha reportado casos de NCC en regiones no endémicas debido a las
migraciones (2,3). La sintomatologia de la NCC esta relacionada con la
ubicacion, numero y estado de los cisticercos, asi como con la respuesta
inmunoldgica del hospedero (1,4-6).

La inflamacion desempefia un papel crucial en la patogénesis de la NCC. Dicha
inflamacion aumenta post tratamiento antihelmintico degenerando los
cisticercos (7). Esto contribuye a la sintomatologia y a las complicaciones
neuroldgicas asociadas con la enfermedad (4,7). La liberacion de toxinas y
antigenos parasitarios durante este proceso estimula la activacion de células
inflamatorias y la produccion de citocinas proinflamatorias lo que resulta en
una neuroinflamacion exacerbada (4,7-9). La neuroinflamacion, es un proceso
caracterizado por la activacion de microglia y astrocitos en el sistema nervioso
central que se relaciona con la disrupcion de la barrera hematoencefalica
(BHE), lo que facilita la infiltracion de células inmunitarias y moléculas
inflamatorias hacia el cerebro (10). Ademas, es un elemento central en la
progresion de la enfermedad, mediando el dafio tisular y exacerbando sintomas

como convulsiones y deterioro cognitivo (4,11).



Debido a la escasez y dificultad para obtener muestras de tejido cerebral de
pacientes con NCC, los modelos animales han sido utiles para el estudio de la
patologia de esta enfermedad (11,12). En dichos modelos se han enfocados en
evaluar el efecto de la infeccion de la Taenia solium en el SNC (8,11,12). Por
ejemplo, en el modelo de rata se encontré sobreexpresion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-1a, IFN-y, CSF-1, y TGF-B1 en ratas con
NCC en comparacion a ratas sin NCC (8). Ademas, se ha estudiado el efecto
del tratamiento antihelmintico en la expresion de genes en el modelo de cerdo,
encontrando sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias
en el segundo dia de tratamiento, con una disminucién a los cinco dias de
tratamiento (13). En estos estudios se empled la técnica de RT-gPCR que
permite evaluar la expresion de un nimero limitado de genes preseleccionados.

(8,13).

El surgimiento de nuevas técnicas como el secuenciamiento masivo de RNA
(RNA-seq) permite un andlisis exhaustivo y de alta resolucion de la expresion
génica a gran escala, superando las limitaciones de las técnicas tradicionales
como el RT-qPCR (14). Ademas, ha ayudado a comprender el proceso de
desarrollo biolégico de los parasitos y el disefio de estrategias vacunales
(15,16). Adicionalmente esta técnica ha sido ampliamente utilizada en la
investigacion de diferentes especies del género Taenia y en otras enfermedades
parasitarias (17-22), aportando conocimientos sobre las distintas etapas del
desarrollo de Taenia pisiformis y Taenia multiceps (19,21). Ademas, ha

contribuido a la comprension de las interacciones huésped-parasito en



infecciones causadas por parasitos que afectan el SNC como Toxoplasma
gondii y Neospora caninum (18,22). Hasta el momento no se han realizado
estudios sobre interacciones huésped-parasito en NCC utilizando RNA-Seq.
Por ello, este estudio tuvo como objetivo identificar los genes asociados con la
neuroinflamacién en tejido cerebral de ratas con NCC, comparando grupos con
y sin tratamiento antihelmintico mediante el andlisis de datos transcriptomicos
obtenidos por RNA-Seq. Ademas, el estudio se llevo a cabo en dos puntos

temporales de evaluacion: 5 dias y 2 meses post tratamiento.

MARCO TEORICO

2.1 Taenia solium

Taenia solium es un parasito (platelminto) que tienen capacidad de infectar
a los humanos. Tiene un ciclo de vida complejo, en el que los humanos son
los hospederos definitivos; mientras que los hospederos intermediarios
pueden ser tanto cerdos o humanos (2).

En su etapa adulta, T. solium se encuentra en el intestino delgado del hombre
principalmente en la regién del yeyuno provocando la fase de la infeccién
denominada teniasis. Cuando las proglétides estan maduras, estas se
fecundan, se desprenden y son expulsados en la materia fecal (3).

Cada proglétide contiene miles de huevos que tienen caracter infectante y
pueden permanecer viables durante largo tiempo. Cada huevo contiene un
embrion hexacanto u oncésfera que, al ser ingerido por cerdos, las
oncosferas se liberan del huevo y penetran la pared del intestino y entran al

sistema circulatorio a partir de donde son transportados a los diversos tejidos



del cerdo (3). En los tejidos, los hexacantos se transforman en cisticercos
(también denominados quistes) (5).

El hombre puede adquirir la teniasis al ingerir carne de cerdo mal cocida
que contiene cisticercos. Los cisticercos alcanzan el intestino del ser
humano donde evaginan y se adhieren para posteriormente convertirse en
su forma adulta, completando de esta manera el ciclo. Al ser tambiéen el
humano un hospedero intermediario, este puede ingerir de manera
accidental los huevos de T. solium, cada huevo libera un embrién hexacanto
en el intestino, los hexacantos entran al torrente sanguineo y son distribuidos
a los tejidos en donde desarrollan hasta cisticerco ocasionando la
cisticercosis. Cuando los cisticercos se desarrollan en el SNC, la

enfermedad es denominada como neurocisticercosis (3).

2.2 Neurocisticercosis (NCC).

La NCC es la infeccion mas frecuente del SNC causada por cisticercos de
T. solium. Su sintomatologia es variable pues depende de la localizacion,
namero y estado de los cisticercos (viable, coloidal, granulado o calcificado)
y la respuesta inmune del hospedero (4,6,7). En individuos con NCC
asintomaticas, los cisticercos suelen encontrarse en estado viable, mientras
que la degeneracion del parasito suele ir acompafiada de una respuesta
inflamatoria del huésped (4,7). En un inicio de la infeccion probablemente
el parésito suprime las respuestas inmunes impulsadas por antigenos del
parasito. Las etapas coloidales y granulares se visualizan en el proceso de

degeneracion del cisticerco. Siendo la primera etapa en este proceso de



degeneracion la coloidal, que luego de una serie de etapas involutivas el
parasito progresa a la siguiente fase, la fase granular. Posteriormente, la
siguiente etapa es la calcificacion (7).

En estudios realizados en poblaciones de regiones endémicas, los cisticercos
de T. solium calcificados son los hallazgos radiol6gicos mas frecuentes en
la NCC (3,7). Se ha observado una asociacion entre algunos cisticercos
calcificados y una baja inflamacion. Ademas, dicha inflamacion residual se
correlaciona con la disrupcion de la BHE (3).

El diagndstico preciso de la NCC es dificil, actualmente se tiene un enfoque
multifactorial que combina historia clinica, neuroimagen y factores
epidemioldgicos (23,24). Las mejoras en las técnicas de imagen como la
resonancia magnética han ayudado sustancialmente en el conocimiento del
curso de la enfermedad (3,24). Lamentablemente, estas técnicas de
neuroimagen no suelen llegar en areas endémicas debido a las limitaciones
geogréficas (25). Por lo que el diagnostico, en estas zonas se basa
principalmente en la sintomatologia del paciente como las convulsiones
(2,3). Siendo las convulsiones recurrentes en aproximadamente 80% de los
casos sintomaticos de NCC (3,4). Otras manifestaciones incluyen déficits
neurolégicos focales, aumento de la presion intracraneal y deterioro

cognitivo.

2.2.1. Tratamiento de la neurocisticercosis

El tratamiento de la NCC necesita ser personalizado debido a la variedad de
sintomas entre los pacientes infectados (3,26). Se ha reportado que la dosis

de 15 mg/Kg albendazol es el tratamiento de primera linea en pacientes con



NCC (27) . Sin embargo, en ciertos pacientes, el tratamiento puede incluir
la combinacion de albendazol y praziquantel, mas el uso de
antiinflamatorios y en ciertas ocasiones antiepilépticos (26).

El Praziquantel es uno de los antihelminticos mas empleados, ocasiona el
ingreso de iones de calcio en las células del parasito exponiendo a este a las
células inmunologicas del hospedero (28). El albendazol, afecta a los
microttbulos del citoplasma de las células del parasito, esto ocasiona una
menor produccion de ATP (29). Ambos farmacos tienen mecanismos de
accion distintos, pero al destruir el cisticerco, inducen una respuesta
inflamatoria que puede ocasionar la degeneracidn del parasito y la liberacién
de antigenos(3,6). El tratamiento con estos antihelminticos puede tener
efectos secundarios, que exacerban la sintomatologia, por lo que se
acompafia con el uso de corticoesteroides para controlar la inflamacién y los

sintomas (3,30).

2.2.2. Inflamacién en la neurocisticercosis

En la NCC la respuesta inflamatoria esta relacionada con la respuesta
inmunoldgica del hospedero frente al parasito (4,7). Esta puede ser tardia,
ya que el parasito evade o suprime la respuesta inmunoldgica del hospedero
(7). Al transcurrir la infeccion a lo largo del tiempo, el parasito puede perder
su capacidad de regular la respuesta inmune del hospedero de forma natural
0 debido al tratamiento antihelmintico (4,7), desencadenando procesos
inflamatorios. Asi mismo, la localizacion del parasito influye en la respuesta

inflamatoria, por ejemplo, en el modelo de cerdo tratado con praziquantel



(100 mg/kg), se ha observado que los cisticercos localizados en parénquima
estan asociados con niveles mas altos de inflamacion en comparacion a los
cisticercos localizados en las meninges o corticomeninges (6).

Durante la degeneracion del cisticerco, ya sea de forma natural o inducida
por el tratamiento antihelmintico, se produce un cambio en la respuesta
inmune, pasando de una respuesta Th2 a una Thl. Este cambio exacerbado
de la inflamacion esta asociado con un aumento en la expresion de citocinas
proinflamatorias como TNF-o, IFN-y, IL-1R, IL-18 e IL12, y la activacion
de células como la microglia y los macréfagos, que desencadenan la
expresion de moléculas de adhesion y quimioatrayentes. (7,13)

Ademas, la inflamacidn cronica o prolongada en la NCC se caracteriza por
la formacion de granulomas alrededor de los quistes degenerados (6,7).
Estos granulomas, compuestos por una variedad de células inflamatorias
(macréfagos y linfocitos), protegen el tejido cerebral del parésito, pero
también pueden provocar fibrosis, afectando la integridad de la BHE y
causando una fuga de liquido cefalorraquideo (4).

El tratamiento antihelmintico, como el praziquantel, puede tener efectos en
la inflamacion y la permeabilidad de la BHE (13,31). El tratamiento también
puede inducir cambios histologicos, como la presencia de infiltrados
eosinofilicos, y afectar la integridad vascular en las areas circundantes a los

quistes (13,31).

2.2.3. Modelo de rata para el estudio de la Neurocisticercosis

Existe un desafio al momento de entender los procesos celulares y

moleculares de la NCC, debido a la gran variabilidad en la patologia de esta



misma (32). Por lo que se han ido desarrollando modelos animales para el
estudio de la NCC, uno de ellos es el modelo de rata (12). En dicho modelo
se observd la disrupcion de la BHE, infiltrado de células inflamatorias,
infiltrado perivascular, angiogénesis y cambio espongiético (33). Ademas,
se visualizd la presencia de hinchazones axonales en forma de esferoides
(34), que también se han observado en otras condiciones patoldgicas como
Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotréfica, encefalopatias metabdlicas y
esclerosis multiple (34). Este modelo facilita la investigacion en el campo
histoldgico y a nivel de expresién génica debido a sus caracteristicas ya
mencionadas como la disrupcién de la BHE, hinchazon axonal e infiltrados
celulares que se ha observado también en el modelo porcino y en pacientes
con NCC. Asi mismo, en el modelo de rata se ha identificado mediante RT-
gPCR la expresion de genes relacionados a la inflamacion y la produccion
de fibrosis en el tejido alrededor de los cisticercos viables, pero todavia no
se cuenta con informacién evaluando el efecto del tratamiento
antihelmintico en la expresion de estos y otros genes relacionados a la

patologia de esta enfermedad (8).

2.3 Neuroinflamacion

La neuroinflamacion es una respuesta defensiva inherente del SNC que se
activa frente a diversas condiciones patologicas inducidas en el cerebro por
factores desencadenantes locales y sistémicos, como infecciones, traumas,
isquemia, toxinas, entre otros (10,35,36). Esta respuesta inflamatoria puede

tener efectos beneficiosos al promover la reparacion tisular y eliminar los



desechos celulares. Sin embargo, las respuestas inflamatorias sostenidas son
perjudiciales e inhiben la regeneracion (10).

Las vias asociadas a la neuroinflamacion incluyen la activacion de células
gliales (microglias y astrocitos), vias mediadas por el complemento, la
sintesis de mediadores de la inflamacion y el reclutamiento de leucocitos.
Bajo la influencia de factores exdgenos y endogenos, la activacion de la
microglia desencadena varias vias de transduccion de sefiales, incluyendo la
fosfoinositida 3-quinasa/proteina quinasa B (PI3K/AKT), la quinasa activada
por mitégenos (MAPK) y la diana de la rapamicina en mamiferos (MTOR),
lo que lleva a la activacion del factor nuclear kappa-light-chain-enhancer de
las células B activadas (NF-xB) (35,37)

La activacion de las células gliales como las microglias, desencadena por
patdgenos, dafio tisular o neurotoxinas, liberan mediadores inflamatorios
como citoquinas (TNF-a, IL-1pB). Estas citoquinas influyen en enfermedades
neurodegenerativas y con ello en la muerte neuronal (35,38). Adicionalmente,
la neuroinflamacion puede provocar la disrupcion de BHE, lo que facilita la
infiltracion de leucocitos y otras moléculas inflamatorias hacia el cerebro.
Esto empeora la inflamacién y el dafio neuronal (38,39).

En cuanto a las vias de la neuroinflamacion una de las vias es la de NF-«xB.
Esta via se activa por moléculas como el LPS, que promueve la produccion
de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a) (40,41). La via NF-xB
también tiene implicaciones en la neurodegeneracion, siendo responsable de
la expresion de genes que promueven la inflamacion cronica (35,37,41). Por

otro lado, la via de MAPK (p38 MAPK y JNK) son esenciales para la



respuesta inflamatoria en la microglia; estas vias se activan en respuesta al
estrés y a la inflamacion, promoviendo la produccion de iINOS y COX-2
(35,42). Otra via, como la de Ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2) esta
involucrada en la produccién de prostaglandinas (43). La sobreexpresion de
COX-2 en neuronas esta asociada con el dafio neuronal, mientras que COX-
1 desemperia un papel crucial en la respuesta inmune del cerebro (35,43).

La neuroinflamacion se ha asociado con enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis
lateral amiotréfica (44). Las respuestas inflamatorias mediadas por el sistema
inmunoldgico dentro del SNC pueden exacerbar el dafio neuronal, propagar
la neurodegeneracion y contribuir a la complejidad de la enfermedad (10).

Adicionalmente, las infecciones periféricas causadas por virus, bacterias o
parasitos pueden llevar a una respuesta inflamatoria secundaria en el cerebro
(45) Por ejemplo, la malaria cerebral es una complicacion grave de la
infeccion por Plasmodium falciparum y se caracteriza por secuestrar glébulos
rojos infectados en la microvasculatura cerebral, lo que lleva a la activacion

endotelial, la inflamacidn y la alteracion de la BHE (46).

2.4 Secuenciamiento de RNA (RNA-seq)

El secuenciamiento de ARN es un método altamente eficaz para analizar la
expresion genética, que se basa en la secuenciacion por sintesis con
nucleodtidos bloqueados reversibles. Este enfoque permite la lectura
secuencial de fragmentos de ARN mediante la adicion de nucleotidos. (14)

Una de las principales ventajas de este método es su baja tasa de error, lo que

10



asegura lecturas precisas y confiables. Ademas, permite analizar
simultaneamente millones de fragmentos de ARN, en comparacion con otros
métodos este proceso ofrece una mayor precision y cobertura a un costo
relativamente bajo. Con la reciente reduccién de precios en las tecnologias
de secuenciacion de nueva generacion, el secuenciamiento de ARN ha ganado
popularidad y se esta utilizando cada vez méas a gran escala, ofreciendo un

excelente balance entre costo y beneficio para estudios transcriptomicos.

2.4.1. RNA-seq para el estudio de interaccion entre hospedero —

parasito.

Estudios transcriptomicos mediante RNA-seq realizado en diferentes
parasitos han proporcionado informacion sobre su desarrollo, reproduccion,
infeccion e interacciones hospedador-parasito (47).

A nivel de la expresion de genes donde se busca comprender la respuesta del
hospedero se ha realizado con parasitos como Cryptosporidium, Toxoplasma
gondii y Neospora caninum (18,22,48). Estos estudios utilizan modelos
animales o lineas celulares para el analisis del transcriptoma. En el caso de T.
gondii recientemente se ha analizado el perfil transcriptdmico de cerebros de
ratones durante la infeccién aguda y crénica por este parasito, reportandose
una expresion alterada de numerosos genes asociados a la respuesta inmune e
interaccién huésped parasito (17).

En cuanto a estudios transcriptomicos de interaccion huésped-parasito en el
género Taenia se han reportado dos. El primero que ha permitido avanzar en
la comprension de las interacciones entre Taenia asiatica y su hospedador,

identificando genes diferencialmente expresados relacionados con la
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respuesta inmune, el metabolismo lipidico y la apoptosis. Estos hallazgos
sugieren que la infeccion altera significativamente las funciones hepaticas,
modulando la inmunidad y el metabolismo del huésped para favorecer la
supervivencia del parasito (49). Por otro lado, se ha estudiado los efectos de
exosomas derivados de gusanos adultos de T. asiatica en celulas LoVo
humanas, observando cambios en la expresion de 348 genes, muchos de ellos
involucrados en la proliferacion celular y la autofagia (50). En particular, los
exosomas inhibieron la proliferacion y la autofagia de las células LoVo a
través de la via AMPK, lo gque sugiere un mecanismo mediante el cual el
parasito puede modular la respuesta inmune del huésped en su beneficio (50).
Ambos estudios aportan informacion clave sobre la biologia de T. asiatica y
su capacidad para interactuar y manipular los procesos celulares del
hospedador.

El empleo de RNA-seq es importante y se convierte en una herramienta
solida para entender procesos donde intervienen multiples genes, lo que ayuda
a identificar dianas para intervenciones terapéuticas y para entender la

patologia de las enfermedades.

2.4.2. Estudios transcriptomicos en Taenia sp.

A partir de RNA-seq de parasitos, se ha podido identificar genes o secuencias
claves asociados con el desarrollo, diagndéstico e identificacion de posibles
blancos de medicamentos o para el desarrollo de vacunas. Estudios
transcriptomicos se han realizado en diferentes especies de Taenia como: T.

multiceps, T. pisiformis, T. crassiceps y T. solium (19,21,51-53).

12



Se han analizado los patrones de uso de codones en T. pisiformis y
concluyeron que estos estan principalmente influenciados por la presion
mutacional mas que por la seleccion natural (51). Adicionalmente, se ha
realizado un estudio comparativo del transcriptoma entre las etapas larval y
adulta de T. pisiformis, identificando diferencias significativas en la expresion
de genes relacionados con el metabolismo y la sefializacion celular (19). De
manera similar, se estudiaron los cambios en la expresion génica en diferentes
etapas del desarrollo de T. multiceps y encontraron genes diferencialmente
expresados asociados con el desarrollo del sistema nervioso y la sefializacion
celular, lo que ha ayudado a la comprension del crecimiento y diferenciacion
del parasito (21).

Por otro lado, un estudio del perfil transcriptémico del estadio de cisticerco
de T. crassiceps, ha identificado genes involucrados en el metabolismo
energético, la adhesion celular y la evasion inmunoldgica, lo que proporciona
nuevas perspectivas sobre la biologia del parasito y posibles objetivos para
intervenciones terapéuticas (52). Un reciente estudio sobre un analisis
transcriptémico realizado en los cisticercos de Taenia solium, activados en
cultivo ha descrito DEGs que varian en las diferentes fases del crecimiento
del parasito (pre-evaginacion, evaginacién temprana y post-evaginacion)
(53).

Estos estudios no solo mejoran el conocimiento sobre el desarrollo de estos
helmintos, sino que también pueden servir como base para el disefio de

estrategias de control y tratamiento.
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I1l. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué genes participan en la neuroinflamacion de tejidos cerebrales de ratas con
neurocisticercosis, en comparacion con aquellas sin la infeccion, y bajo condiciones

con y sin tratamiento antihelmintico?

IV. OBJETIVO

4.1. Objetivo General:

Identificar los genes involucrados en neuroinflamacion en tejidos de
cerebro de ratas con neurocisticercosis (NCC) con y sin tratamiento
antihelmintico, en el tiempo de 5 dias y 2 meses postratamiento

antihelmintico.

4.2. Objetivos especificos:

e Evaluar la calidad de los datos crudos de RNA-Seq de tejido de
cerebro de ratas con NCC con y sin tratamiento antihelmintico,
con sus respectivos controles, obtenidos de un estudio previo.

e Determinar los genes expresados diferencialmente entre tejidos de
cerebro de ratas con NCC con y sin tratamiento antihelmintico
Versus sus respectivos controles, en dos tiempos de evaluacion (5
dias y 2 meses post tratamiento).

e ldentificar los genes involucrados en la neuroinflamacion que se
expresan diferencialmente en los tejidos de cerebro de ratas con
neurocisticercosis con y sin tratamiento antihelmintico, en dos

tiempos de evaluacién (5 dias y 2 meses post tratamiento).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Consideraciones éticas

Este trabajo cuenta con aprobacion del comité de ética de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH) por parte del Comité Institucional de Etica
para el uso de animales (CIEA), registrado con cddigo SIDISI: 212128.

Este estudio utilizé datos transcriptbmico que provienen de un estudio
aprobado por el CIEA de la UPCH: "Analisis transcriptémico de tejido de
cerebro de un modelo murino de neurocisticercosis, registrado con cédigo

SIDISI: 204581

5.2. Informacién de las muestras utilizadas en RNA-Seq: Disefio experimental

y calidad del ARN

En este estudio se trabajé con datos crudos en formato FASTQ obtenidos
mediante RNA-Seq en la plataforma Illumina NovaSeq6000, a partir de las
muestras presentadas en la tabla 1. En total se usaron datos crudos de 22
muestras agrupadas en 4 condiciones (no infectado, no infectado tratado,
infectado, e infectado tratado) y 2 tiempos de evaluacién (5 dias y 2 meses
post tratamiento). En la tabla 1 también se incluye los valores de RIN (RNA
integrity number) de RNA de las muestras, que fueron secuenciadas. En la
figura 1A se muestra el disefio experimental que se utilizo para la obtencion
de muestras que corresponden a tejidos cerebrales de ratas; brevemente, un
grupo de ratas de 10-15 dias de edad fueron inoculados intracranealmente con
oncosferas activadas de Taenia solium (grupo de ratas infectadas), mientras

que otro grupo de ratas fueron inoculadas con solucion salina (grupo de ratas
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no infectadas). A los 4 meses post infeccion (120 dias), la mitad del grupo de
ratas infectadas y no infectadas recibieron tratamiento antihelmintico por 9
dias, mientras que la otra mitad recibio solucion salina por 9 dias. El sacrificio
de las ratas se realizd a los 5 dias y 2 meses después del tratamiento,
obteniendo al final 4 grupos de estudio por cada tiempo: no infectados, no
infectados tratados, infectados, infectados tratados. Las muestras de tejidos
cerebrales fueron obtenidas en dos tiempos finalizado el tratamiento (5 dias y
2 meses). Para los grupos de infectados se colecto el tejido cerebral de las
ratas que desarrollaron NCC, para lo cual se obtuvo el tejido alrededor del
cisticerco (Figura 1B) y en el caso de las ratas no infectadas (ratas sanas) se
obtuvo el tejido de la parte anterior y posterior del cerebro (para este estudio
se trabajo con datos transcriptémicos de la parte posterior del tejido cerebral).

Tabla 1- Informacién de las muestras secuenciadas

Cddigo de la muestra Tiempo post tratamiento Condicion RIN
23006 XR_01 02 5 dias No infectado 7
23006 XR_01 04 5 dias No infectado 7.3
23006 XR_01 06 5 dias No infectado 7.7
23006XR_01 08 5 dias No infectado tratado 5
23006XR_01 10 5 dias No infectado tratado 8
23006XR_01 12 5 dias No infectado tratado 7.3
23006XR_01 13 5 dias Infectado 6.5
23006XR_01 15 5 dias Infectado 7.5
23006XR_01 17 5 dias Infectado 6.8
23006XR_01 19 5 dias Infectado tratado 5.3
23006XR_01 21 5 dias Infectado tratado 6
23006XR_01 23 5 dias Infectado tratado 5
23006XR_01_26 2 meses No infectado 8.5
23006XR_01_28 2 meses No infectado 7.3
23006XR_01_30 2 meses No infectado 8.3
23006XR_01_32 2 meses No infectado tratado 7.6
23006XR_01_34 2 meses No infectado tratado 7.4
23006XR_01_36 2 meses No infectado tratado 8.3
23006XR_01_37 2 meses Infectado 7
23006XR_01 41 2 meses Infectado 6.9
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23006 XR_01_43 2 meses
23006 XR_01_45 2 meses

Infectado tratado
Infectado tratado

*RIN: EIl nimero de integridad del ARN

A)

Infeccion

B)

|
Dia 0 Dia 120 Dia129

T
Dia 189

I » |
I L >

Sin tratamiento Tratamiento

T

Coleccidn de
Oxfendazofi muestras
37 mg/kg/day and
Praziguantel
50 mg/kg/day

5 dias finalizado el tratamiento
2 meses finalizado el tratamiento

3

»  Grupos

v

No infectados
No infectados tratados
Infectados
nfectados tratados

6.6
7.1

Figura 1. Disefio experimental del estudio para la obtencion de muestras

utilizadas en el RNA-Seq. A) Se muestra los cuatro grupos de los cuales se

colecto el tejido cerebral. B) Se muestra sombreado en rojo el tejido alrededor

del parésito (cisticerco), que fue colectado de los grupos de ratas infectadas.

C: cisticerco, CP: tejido cercano al parasito.

5.3. Procesamiento de datos crudos de RNA-Seq

5.3.1. Control de calidad

Sé utilizo los archivos FASTQ para evaluar la calidad de las lecturas. Para ello

se empled el programa FastQC version 0.12.0 que gener6 informes sobre varios

parametros de calidad de las lecturas entre ellos: el contenido de adaptadores,

la calidad por base de las secuencias (Mean Quality Scores), las puntuaciones

de calidad por secuencia (Per Sequence Quality Scores) y el contenido de GC

por secuencia (54). Los resultados fueron recopilados en un unico reporte
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usando MultiQC v1.9 (55). Posteriormente se hizo el filtrado de las lecturas de
baja calidad (a aquellas que tengan un PHRED-33 score menor a 30) y la
eliminacion de los adaptadores de Illumina, utilizando la herramienta

Trimmomatic v0.38 (56).

5.3.2. Mapeo y conteo de las lecturas

Después del control de calidad se realizé el alineamiento de las lecturas con
el genoma de Rattus norvergicus (mRatBN7.2 - GCA_015227675.2) para
lo cual se obtuvo la secuencia del genoma en formato FASTA y la anotacion
en formato GTF de la pagina de ENSEMBL

(http://www.ensembl.org/info/genome/index.html) para armar el index

empleando STAR 2.7.0a. (57). Para el mapeo de las lecturas también se
empled STAR 2.7.0a (57). En el mapeo se obtuvieron archivos en formato
bam.

Finalmente, se empled featureCounts para la obtencion de la tabla de
conteos (archivo counts), el cual contiene la informacién del nimero de
lecturas correspondientes para cada gen (58). En dicho proceso la tabla
cuantifica las lecturas de la muestra con relacion a los genes o transcritos
que aparecen en el genoma de referencia. Una vez obtenido dicho fichero
para cada muestra, se obtuvo un fichero .tab que agrupa el conteo de las
lecturas para todas las muestras, asigna a cada lectura alineada un gen y
cuenta el numero de lecturas por gen, y que se utilizara para el posterior

analisis de expresion génica diferencial.
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5.4. Andlisis de la expresion diferencial.

Para el andlisis de la expresion diferencial, se realizd 3 evaluaciones (efecto
del tratamiento en ratas infectadas, efecto de la infeccion en ratas no tratadas
(efecto interaccion infeccion-tratamiento) y 2 tiempos de evaluacion (5 dias
y 2 meses post tratamiento). Los genes expresados diferencialmente (DEGS)
entre los grupos a evaluar, se determinaron utilizando el paquete DESeq?2
en R (V2022.07.2) (59). DESeqg2 permite este andlisis basado en la
distribucion Binomial Negativa. DESeq2 utiliza el método de Benjamini-
Hochberg para ajustar los p-value y controlar el False Discovery Rate
(FDR). Este método es uno de los mas comunes para el ajuste de p-value en
el contexto de pruebas mdltiples y esta disefiado para controlar la tasa de
falsos descubrimientos (59).

Se empleo la funcion “DESeqDataSetFromMatrixx” (countData, colData,
design, ignoreRank = FALSE, ...), donde countData es la tabla de conteo y
la colData contiene la informacién de las muestras y las condiciones (no
infectadas, no infectadas tratadas, infectadas e infectadas tratadas).

Para las evaluaciones del grupo de 5 dias post tratamiento se empled la
funcién: DESegDataSetFromMatrix (countData = counts_d, colData=
coldata_d, design =~ c¢s_RIN + tratamiento), debido a que el 33% (4/12) de
las muestras presentaron valores de RIN menores a 6.4 (60).

Para determinar si un gen se expresa diferencialmente, se consideraron a
aquellos con un valor absoluto de log2 fold change (logFC) > 1 y un valor
de padj < 0.05. Los genes con logFC > 1 fueron clasificados como

sobrexpresados, mientras que aquellos con logFC < -1 fueron considerados
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subexpresados. Este umbral se emple6 para aumentar el poder estadistico a
un 80% de acuerdo al paquete “pwr”. Para la anotacion de genes se empleo

el paquete org.Rn.eg.db (61)

Grafico del Analisis de Componentes Principales (PCA): Para la
exploracién visual de los datos y la evaluacion de la variabilidad de las
réplicas en cada grupo de evaluacion, se utilizo el grafico PCA. Para lo cual
se utilizo la funcidn “plotPCA” y para evaluar la dispersion de los datos se
empled la funcion “plotDispEsts” en R (59). EI PCA es una técnica para
enfatizar la variacion y resaltar patrones fuertes en un conjunto de datos

(62).

Grafico de Volcano plot: Para visualizar e identificar genes que muestran
cambios significativos en su expresion entre los grupos evaluados, se utilizd
el grafico de Volcan (Volcano plot), que integra los valores del logFC (eje
X) y log en base 10 del p-value ajustado (eje Y) (63). Para lo cual se emple6

el paquete “EnhancedVolcano” en R.

5.5. Identificacion de genes implicados en neuroinflamacion

Se empleo el paquete Clusterprofiler junto al implemento de enrichGO, para
el enriquecimiento de términos de Ontologia Genética (GO, por sus siglas en
ingles). Los términos GO estan divididas en tres principales aspectos:
Procesos biologicos, componentes celulares y funciones moleculares (64).

Adicionalmente, se realizd una busqueda en el repositorio en AmiGO2
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VI.

(https://amigo.geneontology.org/amigo/landing) para la identificar genes de
interés relacionados al proceso de neuroinflamacion (Neuroinflammatory -
G0:0150076). Por altimo, se realizd el enriquecimiento de vias KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y se empled Pathview para
generar las visualizaciones KEGG nativa en formato PNG (65). Se buscaron
los siguientes codigos basado en la informacion de Shabab et al., 2017 (35):
rno04151 (PI3K-AKT signaling pathway), rno04350 (TGF-beta signaling
pathway), rno04668 (TNF signaling pathway), rno04010 (MAPK signaling
pathway), rno04064 (Nf-kB signaling pathway) y rno04062 (Chemokine

signaling pathway).

RESULTADOS

6.1. Evaluacion de lecturas y control de calidad

6.1.1. Control de calidad

En la figura 2 se presentan los graficos del control de calidad de las lecturas.
La figura 2A muestra el contenido de adaptadores en las lecturas, los cuales
posteriormente fueron removidos usando Trimmomatic. En la figura 2B se
muestra la calidad por base de las secuencias (Mean Quality Scores), siendo
la calidad de las bases secuenciadas buenas debido a un PHRED-score de méas
de 30. En la figura 2C se muestra las puntuaciones de calidad por secuencia
(Per Sequence Quality Scores) siendo el phred score mayor a 30. En la figura

2D se muestra el contenido de GC por secuencia, en donde se observan dos
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A)

20 reads

picos con distribucion normal, la primera cerca de 43 % de GC, y el segunda

cerca de 53% de GC.

Se obtuvo lecturas de alta calidad y sin adaptadores del secuenciamiento de
RNA de las muestras de cerebros de ratas con NCC con y sin tratamiento

antihelmintico y sus respectivos controles.

B)

FastQC: Adapter Content FastQC: Mean Quality Scores

Pasition {bp)

C) D)

FastQC: Per Sequence GC Content
FastQC: Per Sequence Quality Scores

Figura 2.- Graficos de control de calidad obtenidos con MULTIQC para
las lecturas del secuenciamiento. A. Contenido de adaptadores de lecturas
iniciales B. Puntuacion media de calidad C. Puntuaciones de calidad por

secuencia D. Contenido de GC por secuencia
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6.1.2. Mapeo y conteo de las lecturas

Las tasas de mapeo de las lecturas que se alinearon de manera Unica a una
ubicacion especifica del genoma oscilaron entre el 93.4% al 97.1% (figura
3A). El nimero de lecturas totales, y el nimero de lecturas que se alinearon
de manera unica a una ubicacion especifica del genoma se presentan en el
anexo 1. Hubo un bajo porcentaje de lecturas alineadas a maultiples loci
(Mapped to multiple loci), y lecturas que no se alinearon a ninguna region del

genoma de referencia (Unmapped).

Tras el mapeo de las lecturas frente al genoma de referencia, se procedié a
realizar el conteo de lecturas, se obtuvo una tasa de conteo entre 76.60% -
82.60% de lecturas asignadas (figura 3B,). Se observo un pequerfio porcentaje
de lecturas no asignadas (unassigned singleton, unassigned multi mapping,
unassigned: no features, unassigned: overlapping length y unassigned:

Ambiguity).

23



A

STAR: Alignment Scores

23006XR-01-02_540_L004
23006XR-01-04_510_L001
23006XR-01-06_5874_1004
23006XR-01-08_5870_L004
23006XR-01-10_553_L004
23006XR-01-12.546_1004
23006XR-01-13_547_L004
23006XR-01-15_556_1004
23006XR-01-17_5871_1004
23006XR-01-19_564_L004
23006XR-01-21_566_L004
23006XR-01-23_561_1004
23006XR-01-26.55_L001
23006XR-01-28_554_L004
23006XR-01-30_5873_L004
23006XR-01-32.511_L001
23006XR-01-34_570_L004
23006XR-01-36_56_L001
23006XR-01-37_543_1004
23006XR-01-41_545_1004

23006XR-01-43_549_1004

23006XR-01-45_550_1004

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Percentages
@ Uniquely mapped @ Mapped to multiple loci @ Mapped to too many loci @ too many [ ] tooshot @ other

Created with MulioC

featureCounts: Assignments

23006XR-01-02_540_L004

23006XR-01-04_510_L001 | ]
23006XR-01-06_5574 1004
23006XR-01-08_5870_L004
23006XR-01-10.553_1004

23006XR-01-12_546_1004

23006XR-01-13_547_L004

23006XR-01-15_556_L004

23006XR-01-17.5871_L004

23006XR-01-19_564_1004

23006XR-01-21_566_L004

23006XR-01-23_561_1004

23006XR-01-26_55_L001

23006XR-01-28_554_1004

23006XR-01-30_5873_L004

23006XR-01-32_511_1001

|

23006XR-01-34_570_1004

23006XR-01-36_55_L001

23006XR-01-37_543_1004

“
i

\
\
|

23006XR-01-41_545_1004

23006XR-01-43_549_1004

23006XR-01-45_550_L004

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 920 95 100
Percentages
® Assigned @ Unassigned: Singleton & Unassigned: Multi Mapping & No Features @ ing Length @ i Ambiguity

Created with Multiac

Figura 3.- Graficos del mapeo y conteo de lecturas. A. Porcentaje de
alineamiento con el genoma de referencia. B. Porcentaje de lecturas

asignadas
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6.2. Andlisis de expresion diferencial
6.2.1. Resultados exploratorios.

Se trabajo con lecturas de 4 grupos de estudio: ratas infectadas tratadas con
antihelminticos, ratas infectadas no tratadas, ratas no infectadas, y ratas no
infectadas tratadas con antihelminticos, cada grupo con 2 a 3 replicas. A partir
de estos grupos se evaluo: 1) el efecto del tratamiento en ratas infectadas, 2)
el efecto de la infeccién en ratas y 3) el efecto conbinado de infeccion y
tratamiento. La evaluacion se realizd en 2 tiempos (5 dias y 2 meses post
tratamiento) (tabla 2). La primera evaluacion analiz6 el efecto del tratamiento
antihelmintico durante la infeccion, con el objetivo de identificar genes
desregulados por el tratamiento; la segunda evalu6 el efecto de la infeccion
para identificar genes desregulados por la presencia del paréasito; y la tercera
examino el efecto de la interaccién de la infeccion y el tratamiento, buscando
identificar genes cuya respuesta a la infeccion se potencia ain mas debido al
tratamiento. Este Ultimo contraste se incluy6 para ampliar la informacién y

explorar posibles interacciones entre infeccion y tratamiento.
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Tabla 2. Analisis de Expresion Diferencial. Comparacion de Grupos y

Tiempos de Evaluacion

Evaluacion Grupos a comparar Tiempo de

evaluacién
Efecto del tratamiento durante Ratas infectadas tratadas con 5 dias y 2 meses
la infeccion antihelminticos vs PT

Ratas infectadas*

Efecto de la infeccién Ratas infectadas vs 5 dias y 2 meses
Ratas no infectadas PT

Efecto de la interaccion Ratas infectadas tratadas con 5 dias y 2 meses

infeccion-tratamiento antihelminticos vs PT

Ratas no infectadas tratadas con
antihelminticos

PT= post-tratamiento

* en lugar del tratamiento antihelmintico recibieron solucién salina

En la figura 4, se muestra los graficos de PCA de las replicas de cada grupo
para los 3 tipos de evaluacién en el tiempo 5 dias (figura 4A) y 2 meses post
tratamiento (figura 4B). Se observa que hay agrupacion de las réplicas de los
grupos para la evaluacion del efecto de la infeccion en ratas no tratadas y del
efecto de la interaccion infeccion-tratamiento, pero no para las replicas de los
grupos para la evaluacion del efecto del tratamiento en ratas infectadas,
sugiriendo que el tratamiento antihelmintico aparentemente no causo un

efecto en las ratas infectadas.
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Figura 4.- Graficos de PCA de la expresion génica en las 3 evaluaciones.
A) 5 dias y B) 2 meses post tratamiento. I=infectado, IT= infectado y tratado
con antihelmintico, C= no infectado, CT= no infectado, tratado con

antihelmintico.

Genes expresados diferencialmente

Se determino el nimero de genes expresados diferencialmente (DEGs) en las

3 evaluaciones y en los dos tiempos.

DEGs en el efecto del tratamiento en ratas infectadas.

En el tiempo de 5 dias post tratamiento antihelmintico no se encontraron
DEGs, mientras que en el tiempo de 2 meses post tratamiento antihelmintico
se encontraron 38 DEGs (34 genes sobreexpresado y 4 genes subexpresados)
(anexo 2). Entre los genes significativamente sobreexpresados estan

Cyp26b1, Ogn, Cdknlc, Netl, Tgfbr2, Shisa3 entre otros (figura 5).
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Figura 5.- Volcano plot mostrando los DEGs del efecto del tratamiento
en ratas infectadas (ratas con NCC tratadas con antihelminticos versus
ratas con NCC) en el tiempo de evaluacion de 2 meses postratamiento.
Los puntos azules representan los genes subexpresados, mientras que los

puntos rojos representan los genes sobreexpresados.

DEGs en el efecto de la infeccion en ratas no tratadas.

En este grupo, las ratas con NCC no recibieron tratamiento antihelmintico, en
lugar del tratamiento recibieron solucidn salina y siguieron el mismo esquema
de administracién que el grupo de ratas tratadas con antihelminticos. En
ambos tiempos de evaluacion se encontraron DEGs. En el tiempo de 5 dias
post tratamiento con solucion salina se encontraron 336 DEGs (304 genes
sobreexpresados y 32 genes subexpresados), mientras que en el tiempo 2
meses post tratamiento con solucion salina se encontraron 156 DEGs (144

genes sobreexpresados y 12 genes subexpresados) (figura 6A).
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Los genes top expresados diferencialmente en el tiempo de 5 dias y 2 meses
post tratamiento con solucion salina se muestran en los anexos 3 vy 4,

respectivamente.

Asi mismo, ambos tiempos comparten 88 DEGs (87 genes sobreexpresados
y 1 gen sub expresado) (figura 6A, anexo 5). Entre los genes sobreexpresados
que se comparten estan fcgr3a, sppl y Mzbl; y el Gnico gen subexpresado

compartido es Hs6st3 (figura 6B y C).
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Figura 6.- DEGs identificados en el efecto de la infeccion en ratas no
tratadas (ratas con NCC versus ratas sanas) en los dos tiempos de
evaluacion. A) Diagrama de Venn que muestra el nimero de DEGs en el
tiempo de 5 dias y 2 meses de evaluacién. B) Volcano plot que muestra los
DEGs en el tiempo de 5 dias y C) 2 meses de evaluacion. En rojo genes

sobreexpresados, en azul genes subexpresados.

DEGs en el efecto de la interaccion infeccion-tratamiento infeccion-
tratamiento

En este grupo las ratas con NCC recibieron tratamiento antihelmintico, y en
ambos tiempos de evaluacion se encontraron DEGs. A los 5 dias post
tratamiento se encontraron 164 DEGs (151 genes sobreexpresados y 13 genes
subexpresados) y a los 2 meses post tratamiento se encontraron 1613 DEGs

(1486 genes sobreexpresados y 127 genes subexpresados) (figura 7A).

La lista de los genes top (sobre y subexpresados) en el tiempo 5 dias y 2 meses

se muestran en el anexo 6 y 7, respectivamente.
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Ambos tiempos comparten 95 DEGs (94 genes sobreexpresados y 1 gen sub
expresado) (figura 7A, anexo 8). Algunos de estos genes sobre expresados

que se comparten son Cd68 y C3 (figura 7B, 7C).

En resumen, en la evaluacidn del efecto de la infeccion en ratas no tratadas y
en la evaluacion del efecto de la interaccion infeccion-tratamiento, se
encontraron DEGs en los 2 tiempos de evaluacion, siendo mayor la cantidad
de DEGs en el efecto de la interaccion infeccion-tratamiento en el tiempo de
2 meses post tratamiento. Mientras que, en la evaluacion del efecto del
tratamiento en ratas infectadas se encontré DEGs solo en el tiempo de 2 meses

post tratamiento.
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Figura 7.- DEGs identificados en el efecto de la interaccion infeccién-
tratamiento (ratas con NCC tratadas con antihelminticos versus ratas
sanas tratadas con antihelminticos) en los dos tiempos de evaluacion. A)
Diagrama de Venn que muestra el nimero de DEGs en el tiempo de 5 dias y

2 meses de evaluacion. B) Volcano plot que muestra los DEGs en el tiempo
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de 5 dias y C) 2 meses post tratamiento. En rojo genes sobreexpresados, en

azul genes subexpresados.

6.3. Genes relacionados a la neuroinflamacién

6.3.1. Enriquecimientos de terminos GO

Se realizo6 un analisis de enriquecimiento de términos GO a partir de los DEGs
encontrados en la evaluacion del efecto de la infeccion en ratas no tratadas y
en la evaluacion del efecto de la interaccion infeccion-tratamiento, tanto en el
tiempo de 5 dias y 2 meses de evaluacion. Se graficé y anotd los 10 primeros
términos GO con menor p.adjust que incluye la descripcion de procesos
bioldgicos, componentes celulares y funciones moleculares. No se realizo el
analisis de enriquecimiento de términos GO de los DEGs encontrados en la
evaluacion del efecto del tratamiento en ratas infectadas debido al bajo niUmero

de DEGs (38 genes).

Términos GO enriquecidos a partir de los DEGs en el efecto de la
infeccion en ratas no tratadas.

En el tiempo de 5 dias de evaluacion, los términos GO enriquecidos a partir
de los genes sobreexpresados en ratas con NCC se muestran en la figura 8.
Los genes estan relacionados con procesos bioldgicos como la activacion de
la respuesta inmunoldgica, regulacion de efectores de procesos inmunol6gicos
y respuesta inmune adaptativa (figura 8A). En cuanto a componentes
celulares, los genes estan relacionados con el lado externo de la membrana

plasmatica, el complejo receptor, el complejo proteico MHC clase I, el
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complejo de inflamasoma, y la sinapsis inmunoldgica (figura 8B). Entre las
funciones moleculares, los genes estan relacionados con la union a receptores
de células T, inmunoglobulinas, receptores de citoquinas y quimioguinas;
también tienen actividad de quimiocinas y receptores inmunes (figura 8C).

Estos términos GO son significativos (p.adjust<0.05) (anexo 9, 10 y 11).
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Figura 8.- Enriquecimiento de términos GO de genes sobreexpresados en
el efecto de la infeccidn en ratas no tratadas, en el tiempo de evaluacién
de 5 dias. A) Procesos bioldgicos. B) Componentes celulares. C) Funciones
moleculares.

Los términos GO enriquecidos a partir de los genes subexpresados en ratas

con NCC en el tiempo de 5 dias de evaluacion se muestran en la figura 9.

Los genes participan en procesos bioldgicos relacionados con el desarrollo de
la piel, organizacion de las fibrillas de colageno, y la respuesta celular a acido
retinoico y a estimulos de aminoacidos (figura 9A). Dentro de los
componentes celulares, los productos de los genes subexpresados son parte de
las fibrillas de colageno, y se localizan en la matriz extracelular que contiene
colageno (figura 9B). En funciones moleculares, los genes subexpresados
estan relacionados a union a: proteasas, integrinas, heparina y factores de

crecimiento (figura 9C).

Estos términos GO son significativos (p.adjust<0.05) (anexo 12, 13y 14).
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Figura 9.- Enriquecimiento de términos GO de genes subexpresados en
el efecto de la infeccion en ratas no tratadas, en el tiempo de evaluacion
de 5 dias. A) Procesos biologicos. B) Componentes celulares C) Funciones

moleculares
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A)

En el tiempo de 2 meses, los términos GO enriquecidos a partir de los genes

sobreexpresados en ratas infectadas se muestran en la figura 10.

Los genes sobreexpresados participan en los procesos bioldgicos relacionados
a respuesta inmune (humoral y celular) y su activacion, también estan
relacionados a regulacion de la activacion de linfocitos y la proliferacion de
leucocitos (figura 10A). Dentro de componentes celulares, los productos de
los genes sobreexpresados se localizan en el lado externo de la membrana
plasmatica, también forman parte del complejo del nucleo del proteosoma y
del complejo NADPH oxidasa y endopeptidasa, y en la sinapsis inmunolégica
(figura 10B). En funciones moleculares, los genes sobreexpresados estan
relacionados con la union a: Inmunoglobulinas, RNA de doble cadena,
receptor de quimiocinas y GTP; también tienen actividad de: GTPasa,

quimiocina, receptor inmune y regulador de peptidasas. (figura 10C).

Estos términos GO son significativos (p.adjust<0.05) (anexos 15, 16y 17).
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Figura 10.- Enriguecimiento de términos GO de genes sobreexpresados

en el efecto de la infeccion en ratas no tratadas, en el tiempo de evaluacion
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de 2 meses. A) Procesos bioldgicos B) Componentes celulares C) Funciones

moleculares.

En la figura 8, 9 y 10 también se observa que algunos DEGs participan en
mas de un proceso biologico, componente celular o funcién molecular.

En resumen, los genes sobreexpresados en ratas con NCC a los 5 dias y 2
meses de evaluacion participan en procesos biologicos relacionados con la
respuesta inmune; componentes celulares asociados al lado externo de la
membrana plasmatica y la sinapsis inmunoldgica; y funciones moleculares
relacionados con la unién a inmunoglobulinas, RNA de doble cadena,
receptores de quimiocinas, asi como la actividad de receptores inmunes y
actividad de quimiocinas. En contraste, los genes subexpresados en ratas con
NCC en el tiempo de evaluacidn de 5 dias, participan en procesos biologicos
relacionados principalmente con la organizacion de las fibrillas de colageno;
componentes celulares relacionados con la matriz extracelular y la formacion
de colageno; y funciones moleculares implicados en los componentes
estructurales de la matriz extracelular como la unién a heparina e integrinas;
lo cual sugiere que una posible alteracién de estos mecanismos en las fases

iniciales de la infeccion,

Términos GO enriquecidos a partir de los DEGs en el efecto de la
interaccion infeccion-tratamiento
En el tiempo de 5 dias post tratamiento antihelmintico, los términos GO

enriquecidos a partir de los genes sobreexpresados en ratas con NCC tratadas,
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A)

se muestra en la figura 11. Los genes sobreexpresados participan en procesos
bioldgicos relacionados con la regulacion de la activacion de linfocitos,
inmunidad mediada por linfocitos y leucocitos, respuesta inmune mediada por
inmunoglobulinas, y la via del MHC tipo Il (figura 11A). Los productos de
los genes sobreexpresados forman parte de los componentes celulares como
el complejo de proteina MHC, se encuentran en la matriz extracelular y
forman parte de las fibrillas de colageno (figura 11B). Los genes sobre
expresados estan relacionados con las funciones moleculares de unién a:
polisacaridos, antigenos peptidicos, complejo de proteinas MHC clase I,
factores de crecimiento, glucosaminoglicanos, y coladgeno; asi también tienen
actividad como receptor inmune y receptor de citoquinas (figura 11C). Estos

términos GO son significativos (p.adjust<0.05) (anexos 18,19 y 20).

Mientras que, a partir de los genes subexpresados en ratas con NCC tratadas
con antihelminticos se enriquecié solo un término GO para procesos
bioldgicos relacionados a la regulacién negativa de la vasoconstriccion
(conformado por los genes Dusp5 y Hspala); no hubo enriquecimiento de los

términos GO de componentes celulares y funciones moleculares.
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Figura 11.- Enriquecimiento de términos GO de genes sobreexpresados en
el efecto de la interaccion infeccion-tratamiento, en el tiempo post
tratamiento de 5 dias en A) Procesos biologicos B) Componentes celulares

C) Funciones moleculares.

En el tiempo de 2 meses post tratamiento antihelmintico, se observa mayor
cantidad de genes sobrexpresados en ratas con NCC tratadas, que participan en
procesos biologicos, componentes celulares y funciones moleculares. Estos

términos GO son significativos (p.adjust<0.05) (anexos 21, 22y 23).

En cuanto a procesos bioldgicos, los genes sobreexpresados en este tiempo de
evaluacion, al igual que el tiempo de 5 dias post tratamiento, también participan
en procesos relacionados con la respuesta inmune, como la respuesta inmune
adaptativa (figura 12). En cuanto a los componentes celulares, al igual que el
grupo de 5 dias post tratamiento, también estan relacionados con el lado
externo de la membrana plasmatica. Ademas, de manera interesante, se observo
que estos genes estan asociados con la matriz extracelular y la formacién de
colageno (figura 13), componentes celulares que estan subexpresados en ratas
infectadas no tratadas (tiempo de evaluacion de 5 dias), lo que sugiere un
posible efecto del tratamiento. En cuanto a funciones moleculares, los genes
sobreexpresados estan relacionados con la actividad de receptores de
citoquinas. Ademas, a diferencia del efecto observado en ratas infectadas no
tratadas, estan relacionados con la union a glucosaminoglicanos y colageno

(figura 14).
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Figura 13.- Enriquecimiento de términos GO de genes sobreexpresados asociados a componentes celulares, en el efecto de la interaccion

infeccion-tratamiento, en el tiempo de evaluacidn de 2 meses post tratamiento.
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Figura 14.- Enriquecimiento de términos GO de genes sobreexpresados asociados a funciones moleculares en el efecto de la interaccion

infeccion-tratamiento, en el tiempo de evaluacidn de 2 meses post tratamiento.
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En cambio, los genes subexpresados en ratas infectadas con NCC tratadas, en
el tiempo de 2 meses post tratamiento antihelmintico, a diferencia del efecto
observado en ratas infectadas no tratadas, participan en procesos biologicos
relacionados con la transmisién y regulacion de sefiales sinapticas y
neurotransmisores (figura 15A).

Ademas, los componentes celulares estan asociados con estructuras vinculadas
a la transmision sinaptica y la actividad neuronal (figura 15B).

Estos genes también estan relacionados con funciones moleculares implicadas
en la actividad de canales idnicos regulados (figura 15C), lo que sugiere que el
tratamiento en ratas infectadas podria afectar mecanismos relacionados con
procesos neuronales. Por dltimo, Estos términos GO son significativos
(p.adjust<0.05) (anexos 24, 25y 26).

los analisis muestran que la infeccidn por T. solium genera principalmente el
enriquecimiento de procesos biolégicos asociados a la respuesta inmune, tanto
a los 5 dias como a los 2 meses de evaluacion. En contraste, el efecto de la
interaccion de la infeccion y el tratamiento antihelmintico revela cambios
adicionales: a los 5 dias se observan alteraciones en componentes celulares,
como complejos de colageno e inflamasoma, mientras que a los 2 meses se
identifican procesos relacionados con la funcion neuronal, incluyendo la
regulacion del transporte de neurotransmisores y la sefializacion sinaptica.
Estos resultados indican que, ademas de modular la respuesta inmune, el
tratamiento antihelmintico puede influir en rutas estructurales y neuronales en

etapas posteriores de la infeccion (Tabla 3).
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el efecto de la interaccion infeccidn-tratamiento, en el tiempo de
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Tabla 3.- Enriguecimiento de DEGs identificados en ratas infectadas no tratadas (efecto de la infeccion en ratas no tratadas) y

ratas infectadas tratadas (efecto de la interaccion infeccion-tratamiento), a los 5 dias y 2 meses de evaluacion.

Tiempo de Efecto de la infeccion en ratas Efecto de la interaccion infeccion-tratamiento
evaluacion no tratadas
Categoria GO Descripcion Categoria GO Descripcion
O Procesos O Respuesta inmune O Component O Complejo de trimeros de colageno
biolégicos adaptativa es celulares Q Trimero de colageno fibrilar
de DEGs
5 dias O Activacién de la respuesta
inmune
O Componentes O Complejo de
celulares inflamasoma
2 meses U Procesos O Respuesta inmune O Procesos O Regulacion del transporte de
bioldgicos humoral bioldgico neurotransmisores
O Respuesta inmune s de O Sefializacidn sinaptica a través de
adaptativa DEGs neuropéptidos

47



6.3.2. Identificacion de genes y vias relacionadas a neuroinflamacion

A partir de los DEGs se identifico genes relacionados a neuroinflamacion
empleando el repositorio AmiGO. Adicionalmente se identifico las vias

relacionadas a neuroinflamacion en las que participan los DEGs.

Genes y vias relacionadas a neuroinflamacion en el efecto de la infeccion
en ratas no tratadas

En el tiempo de 5 dias de evaluacidn, en ratas con NCC, se identifico cinco
genes sobreexpresados relacionados a neuroinflamacion, estos genes
participan en la activacion de microglias y astrocitos. Mientras que, en el
tiempo 2 meses, se identifico dos genes sobreexpresados relacionados a
neuroinflamacién (Clga y Tyrobp) que participan en la activacion de

microglias (Tabla 4).
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Tabla 4.- Genes sobreexpresados relacionados a neuroinflamaciéon en

ratas infectadas no tratadas, en el tiempo de 5 dias y 2 meses de

evaluacion.
Codigo de Ensembl Nombre Simbolo Anotacion Tiempo de
evaluacion
ENSRNOG00000012807 Complemento Clq Claga Activacion de células 5diasy 2
cadena A microgliales meses
ENSRNOGO00000007372 Precursor de granulina Grn Activacion de 5 dias
astrocitos involucrada
en la respuesta inmune
ENSRNOGO00000002014 Subunidad alfa M de Itgam Activacion de celulas 5 dias
integrina microgliales
ENSRNOGO00000038722 Receptor tipo toll 1 TIrl Activacion de células 5 dias
microgliales
ENSRNOGO00000020845 Adaptador de Tyrobp  Activacion de 5diasy 2
sefializacion inmune microglias involucrada meses
transmembrana Tyrobp en la respuesta inmune

Con respecto a las vias de sefializacion relacionadas a neuroinflamacion, los

genes sobreexpresados identificados en el tiempo de 5 dias, participan en la

via Nf-kB (TRAM, clAP1/2, CARMA, Al/Bfl-1, MIP-1beta) y la via TNF

(c-1AP1/2, RIP3, CREB, Cel2, Cxcl10, Ifi47 y MLKL).

Mientras que, en el tiempo de 2 meses de evaluacion, los DEGs en ratas

infectadas participan ademés de las vias Nf-kB y TNF, en otras vias

relacionadas a neuroinflamacion como las vias de sefializacién de MAPK, y

PI3K-AKT. En la via Nf-xB se identifico un mayor nimero de genes

sobrexpresados (23 genes) comparado con el tiempo de 5 dias (figura 16); en

la via TNF se identificd 4 genes sobreexpresados (Ccl12, Cxcl10, Ifi47 y

IRF1) (figura 17); en la via MAPK se identificd 3 genes sub expresados (GF,



RTK y Nur77) y 2 genes sobre expresados (CPLA2 y Cdc42/Rac) (figura
18A); por ultimo, en la via PI3BK-AKT se identifico 3 genes subexpresados
(GF, NUR77, RTK) y 2 genes sobreexpresados (ECM y CytokineR) (figura

18B)
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Figura 16.- Genes sobreexpresados en ratas infectadas no tratadas,
gue participan en la via Nf-kB. A) 5 dias y B) 2 meses de evaluacion.

Los genes sobreexpresados se muestran en rojo

Data o0 KEGG graph
Randered by Patreiew

TNF SIGNALING PATHWAY

Data on KEGG graph
Rendered by Patiew

Figura 17.- Genes sobreexpresados en ratas infectadas no tratadas, que
participan en lavia TNF. A) 5 dias y B) 2 meses de evaluacion. Los genes

sobreexpresados se muestran en rojo
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de evaluaciéon. Los genes sobreexpresados se muestran en rojo, y los

subexpresados en verde.
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Genesy vias relacionadas a neuroinflamacion en el efecto de la interaccion
infeccion-tratamiento

En ratas con NCC tratadas, en el tiempo de 5 dias post tratamiento
antihelmintico, se identifico el gen sobreexpresado Kcnj8 relacionado a la
activacion de microglias; mientras que, en el tiempo 2 meses post tratamiento
antihelmintico, se identificd 14 genes sobreexpresados relacionados con la

activacion de microglias y astrocitos (Tabla 5).

Con respecto a las vias de sefializacion relacionadas a neuroinflamacién, en el
tiempo de 5 dias post tratamiento, a diferencia de las ratas infectadas no
tratadas, se identificaron DEGs que participan en las vias de sefializacion
MAPK y PI3K-AKT. En la via de sefializacion MAPK se identificaron 5 genes,
de los cuales 3 genes estan subexpresados (Hsp72, MKP y Nur77) y 2 genes
estan sobreexpresados (Gf y Tradd). En la via de sefializacion PISK-AKT se
identificaron 4 genes de los cuales 3 genes estdn sobreexpresados (Ecm,

CytokineR y Gf) y 1 gen esta sub expresado (Nur77).
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Tabla 5.- Genes relacionados a neuroinflamacion en el efecto de la

interaccion

tratamiento.

infeccion-tratamiento, en el tiempo de 2 meses post

Cddigo Ensembl Nombre

Simbolo

Anotacion

ENSRNOG00000012807  recursor de

granulina
ENSRNOGO0000007372 —OMPlemento Cld
cadena A
ENSRNOG00000018414 Caspasa 1
Receptor del factor
ENSRNOG00000016496  estimulante de
colonias 1
Receptor de
ENSRNOG00000021031  quimiocina de la
familia C-X3-C 1
ENSRNOG0000000464g Merieucina 1 beta
ENSRNOGO0000001972g SuPunidad alfa M de
mtegrlna
ENSRNOG00000038722 Receptor purinergico
P2Y1
ENSRNOG00000009822 < cCePtor purinergico
P2Y1
Receptor de clase
ENSRNOGO00000ZL726 frizzled Smoothened
ENSRNOG00000010522 <eceptor tipotoll 1
ENSRNOG0000004g161 ccoePtor tipo toll 2
ENSRNOG00000016575 Receptor tipo toll 3

Grn

Clqga

Caspl

Csfir

Cx3crl

I11b

Itgam

P2ryl

P2ry2

Smo

Tirl

Tlr2

TIr3

54

Activacion de astrocitos involucrada
en la respuesta inmune

Activacion de células microgliales

Activacion de células microgliales

Activacion de células microgliales

Activacion de células microgliales

Activacion de astrocitos

Activacion de células microgliales

Activacion de células microgliales

Activacion de células microgliales

Activacion de astrocitos

Activacion de células microgliales

Activacion de células microgliales

Activacion de celulas microgliales



Receptor tipo toll 4

ENSRNOG00000020845 TIrd  Activacion de células microgliales

En el tiempo 2 meses post tratamiento antihelmintico, se identificaron un
mayor nimero de DEGs que participan en vias de sefializacion observados
también a los 5 dias postratamiento como: MAPK y PI3K-AKT (figura 19 y
20). Otras vias adicionales observadas en este tiempo fueron TNF, quimiocinas
y TGFbeta (figura 21).

En la via MAPK se identificé 27 genes, de los cuales 24 genes estan
sobreexpresados y 3 genes estan subexpresados (CACN, RasGRF y MEF2C).
En la via PIBK-AKT se identificO 21 genes, de los cuales 20 genes estan
sobreexpresados y 1 gen esta subexpresado (AMPK). En la via de TNF se
identificO 32 genes (31 genes sobreexpresados y un gen subexpresado
(Mmp3)). En la via de quimiocina se identifico 13 genes sobreexpresados; y en
la via de TGFbeta se identificd 22 genes, de los cuales 20 genes estan

sobreexpresados y dos genes estan subexpresados (GREM y FST).
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Figura 19.- Genes sub y sobreexpresados en el efecto de la interaccion

infeccion-tratamiento, que participan en la via MAPK. A) 5 diasy B) 2
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meses de evaluacion. Los genes sobreexpresados se muestran en rojo, y los
subexpresados en verde.
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Figura 20.- Genes sub y sobreexpresados en el efecto de la interaccion

infeccion-tratamiento, que participan en la via PI3BK-AKT. A) 5 diasy
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B) 2 meses de evaluacidn. Los genes sobreexpresados se muestran en rojo,

y los subexpresados en verde.
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Figura 21.- Genes sub y sobreexpresados en el efecto de la interaccion

infeccidén-tratamiento, que participan en la via: A) TNF, B) quimiocinas y

C) TGF-beta, en el tiempo de 2 meses post tratamiento. Los genes

sobreexpresados se muestran en rojo, y los subexpresados en verde.

En la tabla 6 se muestra el

resumen de todas las vias relacionadas a

neuroinflamacién en donde participan los DEGs identificados en ratas




infectadas no tratadas, y en ratas infectadas tratadas. En ambos tiempos de
evaluacion, se observa que los DEGs identificados en ratas infectadas no
tratadas, participan en la via Nf-kB y TNF, siendo mayor el nimero de genes
sobreexpresados que participan en la via Nf-kB a los 2 meses de evaluacion;
adicionalmente a los 2 meses, los DEGs identificados participan en 2 vias
adicionales MAPK y PI3k-AKT. Mientras que, en ratas infectadas tratadas, en
ambos tiempos de evaluacion, los DEGs identificados también participan en
estas dos ultima vias (MAPK y PI3k-AKT), siendo mayor el niUmero de genes
sobrexpresados que participan en estas vias a los 2 meses de evaluacion; asi
mismo, en el tiempo de 2 meses post tratamiento, los DEGs identificados
participan ademas en la via TNF, quimioquinas y TGF-beta. Adicionalmente,
la tabla 7 resume los genes identificados en la base de datos de AMIGO2 en
los diferentes grupos. En ella se observa la prevalencia de genes asociados a la
activacion de microglia y astrocitos, tanto en el efecto de la infeccidn en ratas

sin tratamiento como bajo tratamiento.

Tabla 6. Vias relacionadas a neuroinflamacion en las que participan los DEGs

identificados en ratas infectadas no tratadas (efecto de la infeccion en ratas no
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tratadas) y ratas infectadas tratadas (efecto de la interaccidén infeccion-

tratamiento), a los 5 dias y 2 meses de evaluacion.

Tiempo de Efecto de la infeccion en ratas Efecto de la interaccion
evaluacion no tratadas infeccion-tratamiento
Vias # de genes Vias # de genes
O Nf-«xB 5(1)
5 dias O TNF 71
0 MAPK 2
31
Q PI3K-AKT 3(1)
1(})
O Nf-xB 23(1)
Q TNF 41 O TNF 31 (1)
1(})
2 meses QO MAPK 2 QO MAPK 24 (1)
3) 31)
Q PIBK-AKT 2(1) Q PI3K-AKT 20 (1)
3¢ 1(})

O Quimioquinas 13 (1)
O TGF-beta 20(M
2
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Tabla 7. Genes relacionados a neuroinflamacion identificados en ratas infectadas no tratadas (efecto de la infeccion en ratas no

tratadas) y ratas infectadas tratadas (efecto de la interaccion infeccion-tratamiento)

Tiempo de Efecto de la infeccion en ratas sin tratamiento Efecto de la interaccion infeccidn-tratamiento
evaluacion Genes Anotacion Genes  Anotacion
5 dias Clga Activacion de células microgliales Kcnj8  Activacion de células microgliales
Grn Activacion de astrocitos implicada en la respuesta inmunitaria.
Itgam Activacion de células microgliales
Tirl Activacion de células microgliales
Tyrobp Activacion de la microglia implicada en la respuesta inmunitaria.
2 meses Clga Activacion de células microgliales Grn Activacion de astrocitos implicada en la respuesta inmunitaria.
Tyrobp Activacion de la microglia implicada en la respuesta inmunitaria. Clga Activacion de células microgliales
Caspl Activacion de células microgliales
Csfir Activacion de células microgliales
Cx3crl Activacion de células microgliales
111b Activacion de astrocitos.
Itgam Activacion de células microgliales
P2ryl Activacion de células microgliales
P2ry2 Activacion de células microgliales
Smo Activacion de astrocitos.
Tirl Activacion de células microgliales
TIr2 Activacion de células microgliales
TIr3 Activacion de células microgliales
Tlrd Activacion de células microgliales
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VII. DISCUSION

Mediante el andlisis de los datos obtenidos del RNA-seq se evalud la calidad
de estas, se determiné el nimero de DEGs en el modelo murino de NCC con'y
sin tratamiento antihelmintico, junto con el enriquecimiento de términos GO y
la identificacion de genes y vias relacionadas a neuroinflamacion. En ambos
grupos los genes sobreexpresados estuvieron relacionados a procesos
bioldgicos asociados a la respuesta inmune. Ademas, en el efecto de la
interaccion infeccidn-tratamiento (ratas infectadas tratadas vs ratas no
infectadas tratadas), se observd sobreexpresion de genes implicados en la
matriz extracelular y formacién de coladgeno. Por otro lado, a los 2 meses post
tratamiento antihelmintico, los genes subexpresados en ratas infectadas
tratadas estuvieron asociados con la transmision sinaptica, la actividad
neuronal y los canales iénicos (Figura 15). También los DEGs identificados
en ratas infectadas participan principalmente en vias de sefializacion
relacionadas con neuroinflamacién como Nf-kB, TNF; mientras que, en ratas
infectadas tratadas, los DEGs participan en las vias de sefializacion de TNF,
MAPK, PI3K-AKT, quimioquinas y TGF-beta (Tabla 6). Adicionalmente,
también se identificaron DEGs asociados a neuroinflamacion que participan en

la activacion de astrocitos y microglias en ratas con NCC tratadas y no tratadas.

En cuanto al control de calidad, mapeo y conteo de las lecturas obtenidas del

RNAseq. Los resultados del control de calidad mostraron lecturas comparables

a estudios publicados de RNA-seq (66-68). En primer lugar, el grafico de Mean
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Quality Score (Figura 2 B), mostré un PHRED-score superior a 30, este phred
score implica que la probabilidad de un error en la asignacion de una base es
de solo 0.1%, lo que implica que las bases se han identificado correctamente el
99.39% de las veces (69). Este valor de score es consistente con investigaciones
anteriores que también reportan altas calidades en sus secuencias. Por ejemplo,
un estudio transcriptomico del cerebro de ratones en diferentes estados
fisiolégicos mostr6 PHRED-scores similares (68), al igual a otro estudio
empleando cerebro de ratas (66). En cuanto al contenido de GC (Per sequence
GC Content) de las lecturas mostraron una distribucion normal, sin embargo,
se observd 2 picos, el primero cercano a 43% que corresponderia al porcentaje
de GC esperado para las secuencias de Rattus norvergicus, mientras que el
segundo pico cercano a 53% probablemente podria indicar regiones duplicadas
de secuencias especificas (64,65). En cuanto a los valores de Per Sequence
Quality (Figura 2C) este fue mayor al 30, similares valores obtenido en otros
estudios (66,72). Se puede concluir que se obtuvieron lecturas de buena

calidad, libres de adaptadores y con un PHRED-score superior a 30.

En cuanto a la tasa de mapeo este estuvo entre 93.4% - 97.1% (Figura 3A).
reflejando un alto porcentaje de precision en el mapeo con el genoma de
referencia. Las tasas de mapeo menores a 70% son considerados no adecuados,
por ejemplo, en estudios previos se ha reportado la eliminacion de muestras
con un porcentaje de mapeo menor a 70% (68). Después del mapeo, se obtuvo
una tasa de conteo entre el 76.60% - 82.60% (Figura 3B) las lecturas no

asignadas, podrian reflejar desafios técnicos comunes, como la ambigiiedad en
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regiones repetitivas o la falta de anotaciones completas en el genoma de
referencia (58). Las altas tasas de mapeo y conteo respaldan la confiabilidad de
los datos generados y proporcionan una base solida para los analisis

posteriores.

Los resultados exploratorios empleando graficos PCA, mostraron que los
grupos para la evaluacion del efecto del tratamiento en ratas infectadas (ratas
infectadas tratadas con antihelminticos versus ratas infectadas sin
antihelminticos) no presentaron un agrupamiento de las réplicas en cada grupo
(Figura 4). La distribucion homogénea de las muestras entre estos dos grupos
podria sugerir una ausencia de efecto del tratamiento o la necesidad de
incrementar el tamafio muestral (73-75). En relacién con el efecto de la
infeccion en ratas no tratadas (ratas infectadas versus ratas no infectadas) y en
el efecto de la interaccion infeccidn-tratamiento (ratas infectadas tratadas
versus ratas no infectadas tratadas) se observo una tendencia al agruparse las

muestras de acuerdo con las condiciones (Figura 4).

En el analisis de la expresion diferencial entre ratas infectadas tratadas con
antihelminticos versus ratas infectadas sin antihelminticos (efecto del
tratamiento en ratas infectadas), no se identific6 DEGs en el tiempo de 5 dias
post tratamiento antihelmintico, lo que sugiere que el tratamiento no tuvo un
impacto en la expresion génica en este tiempo. Esto podria deberse a la baja
dosis de antihelminticos empleados (37 mg/Kg de oxfendazol y 50 mg/kg de

praziquantel por 9 dias). En el estudio reportado por Castillo et al., 2024, usaron
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dosis altas de estos mismos antihelminticas (100 mg/Kg oxfendazol con 100
mg/Kg praziquantel por 7 dias) para el tratamiento de ratas con NCC, y
obtuvieron un alto porcentaje de dafio en el cisticerco, asi como un incremento
de la inflamacion (31). En el estudio realizado por Herrera (2017), el
tratamiento con praziquantel y albendazol (90 mg/kg y 74 mg/kg) indujo un
incremento en la expresion de genes proinflamatorios como IL-6 e IFN en el
segundo dia de tratamiento, seguido de una disminucion a los cinco dias (13).
En otro estudio con este modelo emplearon una sola dosis alta del
antihelmintico praziquantel (100mg/kg) y evaluaron el efecto a los 2 y 5 dias
post tratamiento, en este estudio observaron un aumento de la inflamacion y se
asocio a la localizacion del cisticerco (14). Estos estudios muestran que la dosis
de antihelminticos utilizados en diferentes modelos animales de NCC varian,
pero en todos concluyen que existe un efecto del tratamiento. Por lo tanto, la
dosis de antihelminticos que se uso en la presente investigacién puede no haber

sido suficiente para generar un efecto en etapas tempranas de la infeccion.

Por el contrario, a los 2 meses post tratamiento, si se identificaron DEGs en
ratas infectadas tratadas con antihelminticos versus ratas infectadas sin
tratamiento. Uno de los genes sobreexpresados fue el Tgfbr2 (Figura 5), el cual
es particularmente interesante, ya que este gen estd involucrado en la
sefializacion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) que
desempefia un papel crucial en la regulacion del crecimiento y la diferenciacion
celular, asi como en la respuesta inmune (77,78) . Adicionalmente, se ha

reportado que alteraciones en la expresion genica de Tgfbr2 en el desarrollo y
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progresion de la Alzheimer (79). Estas alteraciones estan relacionadas con
procesos de neuroinflamacién La discrepancia entre el nUmero de DEGs entre
5 dias y 2 meses post tratamiento antihelmintico se podria deber a varias causas,
entre ellas la baja dosis de antihelminticos empleados, asi como el nimero de
replicas en cada grupo y la calidad del RNA, que son variables que pueden
contribuir a las diferencias observadas en la deteccion de genes (60,74,80). Con
respecto al nimero de replicas, en estos grupos se trabajé con 3 réplicas para
el tiempo de 5 dias, y 2 réplicas para el tiempo de 2 meses; un mayor namero
de réplicas produce datos estadisticamente mas solidos, lo que permite
identificar genes expresados diferencialmente y estimar los niveles de
expresion con mayor precision (74). Ademas, al trabajar con animales es
necesario un mayor nimero de replicas en comparacion con trabajos in vitro
porque es mas practico controlar las variaciones (80). Por otro lado, los valores
de RIN de algunas muestras fueron menores a 6.4 en el tiempo de 5 dias (Tabla
1), por lo que se incluy6 esa variable en el andlisis. Se ha reportado que los
valores mas bajos de RIN se asocian con un menor nimero de genes expresados
diferencialmente (60), lo cual esto también podria explicar porque no se

observan DEGs en el tiempo de 5 dias.

En el andlisis de expresion diferencial entre ratas infectadas versus ratas no
infectadas (evaluacion del efecto de la infeccion en ratas no tratadas), se
observo que la infeccion tiene un efecto en la expresion génica, identificandose
336 DEGs a los 5 dias de evaluacion y 156 DEGs a los 2 meses de evaluacion.

La disminucion en el nimero de DEGs en el tiempo podria reflejar una
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adaptacion o resolucion de la respuesta inmune inicial. En el modelo de ratas
se ha reportado que ha inicios de la infeccion por Taenia solium, existe una
respuesta inflamatoria mas pronunciada (81). Siendo tal vez el parasito
modulador de la respuesta inmune o del hospedero evitando el dafio. En otro
estudio donde se evalud el efecto de la infeccion de Taenia asiatica, se reporto
un nimero menor de DEGs en las etapas tempranas de la infeccion (dia 15), en
comparacion con fases posteriores (dia 75) (49). En este caso puntual, se
justifico el aumento de estos DEGs debido a que en las primeras etapas ain no
se involucran procesos mas complejos, como fibrosis, proliferacion y
reparacion tisular, que se activan en fases posteriores (49). Ambos tiempos
comparte 88 DEGs (87 genes sobreexpresados y 1 gen subexpresado) tiempos

indica un conjunto de genes consistentemente afectados por la infeccion.

Dado que el efecto del tratamiento por si solo no permitié identificar una gran
variedad de DEGs, se evalu6 adicionalmente el efecto de la interaccion de
infeccion y tratamiento (ratas infectadas tratadas vs. no infectadas tratadas). En
este contraste no se analiza el tratamiento en forma aislada, sino la infeccién
modulada por la presencia del tratamiento, lo que permite explorar posibles
interacciones entre ambos factores.

Con este enfoque se increment6 la potencia del andlisis y, en consecuencia, el
numero de genes detectables. A los dos meses se observaron 1,613 DEGs, cifra
superior a la obtenida en el contraste de infeccion sin tratamiento. Este patron
sugiere gue, en presencia de antihelminticos, la infeccion no solo mantiene,

sino que amplifica las diferencias transcriptomicas a lo largo del tiempo, lo cual
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es consistente con una modulacion asociada al tratamiento. Sin embargo, esta
interpretacion debe considerarse indirecta, dado que el tratamiento se mantiene
constante en los grupos comparados.

La identificacion de DEGs en el efecto de la infeccion en ratas no tratadas (ratas
infectadas versus ratas no infectadas), y efecto de la interaccion infeccion-
tratamiento (ratas infectadas tratadas versus ratas no infectadas tratadas),
permitio realizar el andlisis de enriquecimiento de términos de GO. Los genes
sobreexpresados en ambas evaluaciones y tiempos (5 dias y 2 meses)
estuvieron asociados principalmente con procesos biologicos relacionados con
la respuesta inmune. Esto es consistente con estudios previos de RNA-seq en
modelos animales para el estudio de agentes patdgenos que afectan el SNC
como Toxoplasma gondii y Neospora caninum, donde los términos GO se

relacionaron con procesos inmunitarios (17,18,22).

En cuanto a los componentes celulares, se observd que los genes sobre
expresados en ratas infectadas que recibieron el tratamiento antihelmintico
estan asociados con la matriz extracelular y la formacion de colégeno (Figura
11 y 13), lo cual sugiere que el tratamiento promueve la sobreexpresion de
estos genes. Siendo el colageno un componente clave en el proceso de fibrosis
(82). Estudios han descrito el aumento de la fibrosis en el proceso de infeccion
en el modelo de rata de NCC, sin embargo, ain no se ha descrito la fibrosis
considerando la variable tratamiento (8,81). Adicionalmente, se ha descrito en
el modelo de cerdo de NCC que el aumento y formacion de colageno se asocia

a convulsiones (83).
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Uno de los hallazgos mas relevantes en las ratas donde se evaluo el efecto de
la interaccion infeccidn-tratamiento, a los 2 meses postratamiento (Figura 15),
fue la subexpresion de genes relacionados con la transmision sinaptica, la
actividad neuronal y los canales ionicos, lo que sugiere una posible disfuncién
en la comunicacién neuronal. La alteracion de la transmision sinaptica podria
estar asociada con déficits cognitivos y disfuncion neuronal persistente(84). En
NCC, se ha reportado deterioro cognitivo en pacientes con esta enfermedad,
(84,85); asi mismo en el modelo animal de rata se ha demostrado una reduccion
en la memoria de trabajo espacial, asi como en la densidad de neuronas en el
hipocampo (86). Este deterioro cognitivo en NCC podria estar relacionado con
la inflamacién neuroinmune cronica. Estudios previos han demostrado que la
inflamacion inducida por infecciones parasitarias puede alterar la plasticidad
sinaptica y afectar la homeostasis de neurotransmisores, lo que podria explicar
los cambios en la expresion génica observados en el presente estudio (18,47).

Con respecto a genes implicados en neuroinflamacién, se ha observado que los
genes sobreexpresados en ambas evaluaciones y tiempos estan asociados con
la activacion de microglias y astrocitos, que son células inmunoldgicas del SNC
que participan en la respuesta inmune y la inflamacion cerebral (44,87). Entre
los genes destacados en la activacion de microglias en ratas con NCC se
encuentran Clqga y Tyrobp. El gen Clga codifica para la proteina C1q, cuya
sobreexpresion puede exacerbar la neuroinflamacion en el SNC (88). En el
modelo animal para el estudio de Alzheimer con nocaut de C1qa, se observo
una reduccion del 50% en los marcadores de activacion glial, lo que sugiere un

papel importante en la regulacién de la inflamacion cerebral (89). Por otro lado,
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Tyrobp (también conocido como DAP12) actia como un adaptador de
sefializacion en células inmunes, incluidas las microglias (90). Su sobre
expresion intensifica las respuestas inflamatorias y la activacion celular en el
cerebro, contribuyendo potencialmente a enfermedades neurodegenerativas
(90). Estos genes podrian ser determinantes en la neuroinflamacion causada
por Taenia solium. Por otro lado, entre los genes que participan en la activacion
de astrocitos, estan  Grn, IL1b y Smo. Se ha reportado que niveles elevados
de IL-1b en diferentes enfermedades del SNC contribuyen a la
neuroinflamaciéon (8,91). ElI gen Grn regula la activacion de astrocitos,
favoreciendo la produccién de citoquinas inflamatorias, 1o que amplifica la

neuroinflamacién (92).

El gen Smo, al activar la via de sefializacion de Hedgehog, regula tanto la
respuesta inflamatoria en astrocitos como la respuesta a la lesién neuronal,
afectando la reparacion del tejido cerebral y contribuyendo al dafio a largo
plazo. (93)

En relacion a la participacion de los DEGs en las vias asociadas a
neuroinflamacion, se observé una activacion de las vias Nf-kB y TNF, tanto a
los 5 dias como a los 2 meses de evaluacion en ratas infectadas no tratadas. Se
ha reportado que la via Nf-kB esta envuelto en la activacion de microglias y
astrocitos promoviendo un ambiente neuroinflamatorio (41), por lo que se
sugiere que, a los 5 dias, la activacion de la via Nf-kB N podria estar asociada

con una respuesta neuroinflamatoria inicial o aguda. Asi mismo, la
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sobreexpresion de CXCL10 en la via Nf-kB sugiere un reclutamiento activo de
leucocitos al SNC y la mediacion de la inflamacion (94). Por otro lado, la
sobreexpresion de RIP3 y MLKL en la via TNF sugiere que algunas células
podrian estar experimentando necroptosis (95). Mientras que, a los 2 meses, la
sobreexpresion de un gran nimero de genes que participa en la via Nf-xB
sugiere la persistencia o progresion hacia una inflamacion cronica, lo cual
también ha sido descrito en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer
y Parkinson, donde la activacién sostenida de microglias y vias inflamatorias
contribuye al dafio neuronal y la progresion de la enfermedad (72,90,96). Las
vias MAPK y PI3K-AKT también esta desregulados a los 2 meses, lo cual podria
promover un entorno neuroinflamatorio crénico. Por ejemplo, se ha reportado que la
sefializacion anormal de PI3K-AKT en el cerebro promueve la neuroinflamacion
crénica ocasionado por la microglia(97). Ademas, el gen Nur77 esta subexpresado en
la via MAPK y PI3K-AKT, y se ha reportado que su silenciamiento incrementa la
respuesta inflamatoria de las microglias (98)

En ratas en donde se evallo el efecto de la interaccion infeccion-tratamiento,
la respuesta inflamatoria mostré un patrén mas complejo, en donde las vias
MAPK y PI3K-AKT estan desreguladas a los 5 y 2 meses post tratamiento A
los 5 dias postratamiento, la subexpresion de MKP podria indicar menor
control sobre la activacion de MAPK vy persistencia de la inflamacion, debido
a que se ha reportado que la subexpresion de MKP-1 activa la via MAPK e
incrementa microglias M1 y factores proinflamatorios (99)Por otro lado, la
sobrexpresion de TRADD sugiere que la via NF-kB esta activada,
contribuyendo a la inflamacion, debido a que se ha reportado que la

sobreexpresion de TRADD conduce a la activacion de NF-Kb (100). A los 2
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meses postratamiento, se observd una mayor desregulacion de las vias de
sefializacion, lo que sugiere que la inflamacion persiste e incluso se amplifica.
La activacion sostenida de MAPK puede estar contribuyendo al mantenimiento
de la inflamacion cronica (42), mientras que la subexpresion de MEF2C (101)
sugiere un impacto negativo en la plasticidad sindptica y la neuroproteccion, lo
que podria estar relacionado con dafio neuronal.

La persistencia de la activacion de la via TNF sugiere inflamacién cronica y
posible neurotoxicidad (102). La activacion sostenida de la via de las
quimioquinas sugiere que las células inmunitarias siguen infiltrando el SNC
(103), lo que puede mantener la inflamacién en el tiempo. Finalmente, la
participacion de la via TGF-beta sugiere una posible respuesta neuroprotectora,
ya gue esta via se ha descrito como un regulador de la inflamacion en diversos

contextos (104,105) .

VIll. CONCLUSIONES

- Los datos de RNA-Seq obtenidos a partir de tejido cerebral de ratas con
NCC, con y sin tratamiento antihelmintico, y sus respectivos controles,
mostraron adecuada calidad después de la remocion de adaptadores, con
valores de PHRED>30. Ademas, las lecturas presentaron altas tasas de
mapeo (93.4%-97.1%) y conteo (76.6%—-82.6%), lo que permiti6 un analisis

confiable para los siguientes pasos.

- Seidentificaron DEGs en la evaluacién de la infeccién en ratas no tratadas,

y en el efecto de la interaccion infeccion-tratamiento en los 2 tiempos de
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evaluacion. Sin embargo, en el caso del efecto del tratamiento en ratas
infectadas, se encontro DEGs solo en el tiempo de 2 meses post tratamiento
antihelmintico. En el efecto de la interaccion infeccion-tratamiento, se
identificaron genes sobreexpresados que enriquecieron términos GO
asociados con respuesta inmune, matriz extracelular y formacion de
colageno, lo que sugiere el desarrollo de fibrosis cerebral; mientras que los
genes subexpresados enriquecieron términos GO relacionados con
transmision sinaptica, actividad neuronal y canales idnicos, lo que podria
vincularse con déficits cognitivos y disfuncion neuronal. Los DEGs
enriquecidos en el efecto de la infeccion se asociaron principalmente con

respuesta inmunologica y el complejo de inflamasoma.

Los DEGs estuvieron vinculados con procesos de neuroinflamacion,
identificandose genes responsables de la activacion de microglias y
astrocitos. En cuanto a las vias el efecto de la infeccion se relaciono con las
vias NF-kB y TNF, indicando una transicion de inflamacion aguda a
cronica. En cuanto a la interaccion infeccion-tratamiento, se identifico las
vias MAPK y PI3K-AKT, a los 2 meses postratamiento se observaron otras
vias adicionales como quimioquinas y TGF-B, lo que evidencia una posible

persistencia de la respuesta inflamatoria.
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IX.

RECOMENDACIONES Y LIMITACIONES

Se colocaron solo dos réplicas por grupo (infectadas tratadas y no tratadas
del tiempo de 2 meses), situacion que no se repitid en los demés. Se
recomienda aumentar el nimero de réplicas para fortalecer los resultados y

la reproducibilidad.

Se analizaron principalmente en dos tiempos (5 dias y 2 meses), sin cubrir
fases intermedias 0 mas prolongadas. Se recomienda incluir mas tiempos

postratamiento para comprender mejor la dinamica de la neuroinflamacion.

Los DEGs y vias enriquecidas no fueron confirmados con técnicas
adicionales, se recomienda validar la expresion de genes clave (Spp1, Postn,
Tgfbr2, Necabl, IL-1p, IL-1a, iNOS (NOS2), NRP1, Necabl, MMP-2)
mediante otras técnicas como inmunohistoquimica, western blot u RT-

gPCR.

No fue posible diferenciar materia blanca y gris, lo que limita la
interpretacion espacial de los hallazgos. El efecto del tratamiento depende
del tipo de tejido, pues la inflamacion puede variar entre materia blanca y
gris, se recomienda implementar RNA-seq espacial para localizar con

mayor precision los procesos inflamatorios.
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XI.  ANEXOS

Anexo 1.- Estadisticas de procesamiento y mapeo de muestras de cerebros

de ratas secuenciadas

Muestra  Tiem Condicién Total, de Total, de lectura Lectur
po secuenci secuenci S as
post as as post mapea asigna
trata iniciales Trimom das de das -
mient (millone atics forma  Featur
0 S) (millore  dnica — ecounts

S) STAR  (millon
(millon es)
es)

23006XR 5 dias Control sin 49.35061 43.62003 41.143 35.8
0102 tratamiento 5 3 867

23006XR 5 dias Control sin 36.24879 32.84715 31.367 27.3
01 04 tratamiento 3 2 369

23006XR 5 dias Control sin 74.71536 68.50792 65.844 57.4
01 .06 tratamiento 1 2 473

23006XR 5 dias Control con  63.95638 59.16428 55.259 48.3
01 .08 tratamiento 5 9 414

23006XR 5 dias Control con  37.73960 32.424 28.3
_ 0110 tratamiento 9 34.36105 999

23006XR 5 dias Control con  35.42797 32.24473 30.676 26.8
0112 tratamiento 8 1 725

23006XR 5dias Infectadosin  36.30953 33.10543 31.520 27.5
01 13 tratamiento 3 2 54

23006XR 5dias Infectadosin  39.07696 35.79540 33.947 29.7
0115 tratamiento 8 8 703

23006XR 5dias Infectadosin  61.72166 57.33109 54.363 47.6
0117 tratamiento 5 2 28

23006XR 5dias Infectadocon 32.23548 30.00062 28.727 25.5
0119 tratamiento 9 1 461

23006XR 5dias Infectado con 38.14633 34.87582 33.434 29.0
0121 tratamiento 2 4 436

23006XR 5dias Infectadocon 31.14034 28.12951 26.753 29.3
0123 tratamiento 5 4 199

23006 XR 2 Control sin 41.56908 39.959 23.3
01 26  meses tratamiento 4455336 4 813

23006 XR 2 Control sin 70.55946 65.79623 63.888 35.0
01 28  meses tratamiento 2 5 466

23006 XR 2 Control sin 31.90216 29.05426 27.935 55.8
01 30  meses tratamiento 7 4 099

23006 XR 2 Control con 54.76547 51.74646 49.698 24.2
01 32 meses tratamiento 2 8 582

23006 XR 2 Control con  38.98130 35.95604 34.687 43.3
01 34  meses tratamiento 9 7 504
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23006 XR

0136

23006 XR

0137

23006 XR

01 41

2
Meses

Meses

Meses

23006 XR 2

0143

Meses

23006 XR 2

01 45

MESes

Control con
tratamiento
Infectado sin
tratamiento
Infectado sin
tratamiento
Infectado con
tratamiento
Infectado con
tratamiento

43.37479
9
37.74449
9
37.83909
6
37.42552
8
49.35061
5

39.97244
7
34.30124
6
35.14848
9
34.16228
5
43.62003
3

38.318
93
32.126
026
33.856
759
32.920
499
41.143
867

30.3

33.6

28.0

29.6

28.9

Anexo 2. Tabla de genes expresados diferencialmente en el tiempo 2 meses

post tratamiento, en el grupo de evaluacién del efecto del tratamiento en ratas

infectadas (ratas infectadas tratadas vs ratas infectadas).

Cddigo de Expr log2FoldC
Ensembl Simbolo Nombre esion hange
ENSRNOGO00 filamin A interacting protein 1- 1.0608987

000001645 Filipll  like Up 6052675
ENSRNOGO00 pleckstrin homology-like 1.0127022
000002171 Phldb2  domain, family B, member 2 Up 035303
ENSRNOGO00 1.0012702
000002403 Nibanl niban apoptosis regulator 1 Up 7305618
ENSRNOGO00 1.0568608
000003183 Fmod fibromodulin Up 4044023
ENSRNOGO00 flavin containing dimethylaniline 1.6375495
000003620 Fmo3 monoxygenase 3 Up 7557375
ENSRNOGO00 1.0269866
000005478 Fkbp9  FKBP prolyl isomerase 9 Up 4345316
ENSRNOGO00 1.3957338
000005695 Mgp matrix Gla protein Up 6410495
ENSRNOGO00 1.1524545
000008855 Gjb2 gap junction protein, beta 2 Up 4986144
ENSRNOGO00 1.1665112
000010233 Caldl caldesmon 1 Up 8595143
ENSRNOGO00 1.1065693
000010645 Lgals3  galectin 3 Down 4902677
ENSRNOGO00 1.2330348
000010685 Thx18  T-box transcription factor 18 Up 8708861
ENSRNOGO00 Arhgap2 Rho GTPase activating protein 1.0006223
000012563 9 29 Up 2615991
ENSRNOGO00 1.0971384
000013265 Tgfbr2 Up 6318269
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ENSRNOGO00
000015076

ENSRNOGO00
000017765
ENSRNOGO00
000017783
ENSRNOGO00
000018086
ENSRNOGO00
000018215
ENSRNOGO00
000019565
ENSRNOGO00
000021719
ENSRNOGO00
000021840
ENSRNOGO00
000022101
ENSRNOGO00
000022839
ENSRNOGO00
000023548
ENSRNOGO00
000024000
ENSRNOGO00
000025670
ENSRNOGO00
000029792
ENSRNOGO00
000030486
ENSRNOGO00
000039560
ENSRNOGO00
000051854
ENSRNOGO00
000052173
ENSRNOGO00
000054017
ENSRNOGO00
000055962
ENSRNOGO00
000059500

Cyp26b1

Netl
Sfrpl
Slc22a8
Slc22a6
Thx15
SIfn5
Cpedl
Crabp2
Ifit3
Sned1
Cd22
Shisa3
Ogn
Prdm6
Omd
Enpep
Ranbp3l
Histlh4b
Bgn

Cdknlc

Transforming growth factor, beta

receptor 2

cytochrome P450, family 26,
subfamily b, polypeptide 1

neuroepithelial cell transforming
:sLecreted frizzled-related protein

:sLqute carrier family 22 member
Solute carrier family 22 member
6

T-box transcription factor 15

schlafen family member 5
cadherin-like and PC-esterase
domain containing 1

cellular retinoic acid binding
protein 2

interferon-induced protein with
tetratricopeptide repeats 3
sushi, nidogen and EGF-like
domains 1

CD22 molecule

shisa family member 3
osteoglycin

PR/SET domain 6
osteomodulin

glutamyl aminopeptidase
RAN binding protein 3-like
histone cluster 1 H4 family
member B

biglycan

cyclin-dependent kinase
inhibitor 1C
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Up

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up

Up

1.5224853
6085119

1.0919586
1936335
1.5515183
9034256
1.0409008
0504865
1.1363895
0752799
1.1736111
9142198
1.2783602
6694047
1.5724999
0509718
1.0410515
7467641
1.4931123
5948043
1.3369824
5748299
2.2572388
6998199
2.1340823
5914089
1.3955780
9506722
1.6884642
7968
1.6487575
241684
1.2362781
2410862
1.0511124
4321291
1.1675365
2797727
1.0701234
3892892
1.2529790
2459283



ENSRNOGO00 LOC102 Ig heavy chainV region VH558 4.2730129

000063713 552859  Al/A4-like down 4306602
ENSRNOGO00 RT1- 1.0103450
000065254 CEl6 RT1 class I, locus CE16 Up 6482707
ENSRNOGO00 6.9844288
000065670 NA NA down 7243652
ENSRNOGO00 24.055804
000069444 NA NA down 4818437
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Anexo 3.- Tabla de genes top expresados diferencialmente evaluando el efecto de

la infeccidn (ratas infectadas vs ratas no infectadas) solo en el grupo de 5 dias

finalizado el tratamiento.

Cadigo de Simbolo Nombre logfFC Trend
Ensembl
ENSRNOGO000000 Cldn4  claudin 4 - DOW
01476 3.9321549N

16
ENSRNOGO000000 Ripk4  receptor-interacting serine- - DOW
01618 threonine kinase 4 3.1626927N

65
ENSRNOGO000000 CbIln4  cerebellin 4 precursor - DOW
04372 2.6818014N

05
ENSRNOGO000000 Chrnb3 cholinergic receptor nicotinic beta - DOW
12448 3 subunit 2.3834631N

67
ENSRNOGO000000 Clic3 chloride intracellular channel 3 - DOW
15184 2.3513381N

92
ENSRNOGO000000 C1qtnf3 Clqand TNF related 3 - DOW
18570 2.0158264N

48
ENSRNOGO000000 Msln Mesothelin - DOW
19445 1.9985577N

3
ENSRNOGO000000 Avp arginine vasopressin - DOW
21229 2.4258017N

83
ENSRNOGO000000 Igkv2-  immunoglobulin kappa variable 2- 9.7613172UP
47571 11212 112 like 2 97
ENSRNOGO000000 AABR07051678.1 9.9754577UP
48541 54
ENSRNOGO000000 Slc47al solute carrier family 47 member 1 - DOW
57404 2.2650834N

59
ENSRNOG000000 AC10990 6.5811842UP
59447 1.2 55
ENSRNOG000000 7.6499371UP
62608 68
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ENSRNOGO000000 - DOW

64113 4.1451605N
97
ENSRNOG000000 6.3462136 UP
66971 06
ENSRNOG000000 8.3666186 UP
67894 73
ENSRNOGO000000 Ighv3-  immunoglobulin heavy variable 3- 8.9795009UP
68111 7211 72 like 1 18
ENSRNOGO000000 LOC6827immunoglobulin kappa variable 2- 6.3877863UP
68499 73 30-like 45
ENSRNOGO000000 LOC50011g kappa chain V-V region L6-like 10.071168UP
68610 59 53
ENSRNOG000000 7.5284396 UP
70540 51
7
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Anexo 4.- Tabla de genes top expresados diferencialmente evaluando el efecto de

la infeccidn (ratas infectadas vs ratas no infectadas) solo en el grupo de 2 meses

finalizado el tratamiento.

Cadigo de Simbolo Nombre Expre logFC
Ensembl sion
ENSRNOGO0000 Slcla2  solute carrier family 1 member 2 DOW -
0005479 N 1.168930
393
ENSRNOGO0000 Nr4al nuclear receptor subfamily 4, group DOW -
0007607 A, member 1 N 1.204592
733
ENSRNOGO0000 Postn Periostin DOW -
0012660 N 2.061327
792
ENSRNOGO0000 Gprl65 G protein-coupled receptor 165 DOW -
0012995 N 1.181055
216
ENSRNOGO0000 Nanosl nanos C2HC-type zinc finger 1 DOW -
0025060 N 1.104913
731
ENSRNOGO0000 Scai suppressor of cancer cell invasion  DOW -
0025278 N 1.286271
38
ENSRNOGO0000 Vwec2l von Willebrand factor C domain DOW -
0027400 containing 2 like N 1.108516
456
ENSRNOGO0000 Gpr26 G protein-coupled receptor 26 DOW -
0047057 N 1.169376
626
ENSRNOGO0000 Bdnf brain-derived neurotrophic factor  DOW -
0047466 N 1.066918
461
ENSRNOGO0000 Igkvl7 immunoglobulin kappa variable like UP 23.12774
0062790 7 061
ENSRNOGO0000 UP 11.75478
0062853 064
ENSRNOGO0000 LOC1025 immunoglobulin kappa chain UP 23.21131
0063659 50806 variable 12-41-like 098
ENSRNOGO0000 NA NA UP 22.76468
0064086 444
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ENSRNOGO0000 NA NA

0065237

ENSRNOGO0000 LOC2994 immunoglobulin heavy variable 3-
0065406 11 30-like

ENSRNOGO0000 Necabl  N-terminal EF-hand calcium
0066027 binding protein 1
ENSRNOGO0000

0066380

ENSRNOGO0000 RGD1564 similar to immunoglobulin light
0067740 696 chain variable region
ENSRNOGO0000 NA NA

0069444

ENSRNOGO0000 NA NA

0070816

UpP

UpP

25.08116
523
23.43238
839

DOW -

N

UpP

UpP

uUpP

UP

1.103967
99
25.45487
533
11.68810
669
23.02670
21
23.41444
698
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Anexo 5. Tabla de genes top expresados diferencialmente que comparten entre los

dos tiempos (5 dias y 2 meses) evaluando el efecto de la infeccion (ratas

infectadas vs ratas no infectadas)

Cddigo de Simbolo
Ensembl

logFC_2 logFC_5Expre
meses dias sién

ENSRNOG0000 Mzh1
0022009

ENSRNOGO0000 Serpina3n
0029949

0030332 146
ENSRNOGO0000 Ighm
0034190

ENSRNOGO0000 LOC120102 Ig kappa chain V region S211-like

ENSRNOGO0000 LOC362795immunoglobulin G heavy chain

ENSRNOGO0000 AABRO706
0049829 0872.1
ENSRNOGO0000 NA
0065181

0065855 526
0065917
ENSRNOGO0000 NA
0065952
ENSRNOGO0000 NA
0070933
ENSRNOGO0000 Hs6st3
0037886

marginal zone B and B1 cell-specific

serine (or cysteine) peptidase inhibitor,
clade A, member 3N
ENSRNOGO0000 LOC1036901g gamma-1 chain C region-like

immunoglobulin heavy constant epsilon

heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 3

8.28061456.933102 UP
7 2
8.51877568.485413 UP
4 6
15.99859112.68348 UP
6 83
7.38664636.965463 UP
4 94
9.61037518.275424 UP
2 47
7.75849486.855645 UP
3 09
8.88378238.154718 UP
2 24
12.73040413.75254 UP
6 18
11.9746579.134312 UP
18
9.77431029.548355 UP
2 12
- - DOW
1.13880391.002304 N
8 53
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Anexo 6. Tabla de genes top expresados diferencialmente evaluando el efecto de

la interaccion infeccion-tratamiento (ratas infectadas tratadas vs ratas no

infectadas tratadas) en solo el grupo de 5 dias finalizado el tratamiento.

Cadigo de Simbolo Nombre Tre logFC
Ensembl nd
ENSRNOGO0000 Sema3e semaphorin 3E DO -
0006631 WN  1.07945
826
ENSRNOGO0000 Nr4al nuclear receptor subfamily 4, DO -
0007607 group A, member 1 WN  1.29575
973
ENSRNOGO0000 Grik3 glutamate ionotropic receptor DO -
0008992 kainate type subunit 3 WN  1.32778
958
ENSRNOGO0000 Phf21b PHD finger protein 21B DO -
0013067 WN  1.44196
515
ENSRNOGO0000 Dusp5 dual specificity phosphatase 5 DO -
0014061 WN  1.42322
307
ENSRNOGO0000 Tenm2 teneurin transmembrane protein2 DO -
0027341 WN  1.21037
581
ENSRNOGO0000 Igh-6-psl immunoglobulin heavy chain 6, UP 249134
0029776 pseudogene 1 986
ENSRNOGO0000 Zbtb16 zinc finger and BTB domain DO -
0029980 containing 16 WN  1.19598
272
ENSRNOG0000 AABRO0706 immunoglobulin heavy variable UP  24.4615
0030812 5781.1 V3-8 804
ENSRNOGO0000 Hspala heat shock protein family A DO -
0050647 (Hsp70) member 1A WN  1.37013
647
ENSRNOGO0000 LOC108349 immunoglobulin kappa variable 1- UP  24.9265
0056052 283 39-like 821
ENSRNOGO0000 Tsc22d3 TSC22 domain family, member3 DO -
0056135 WN  1.14064
321
ENSRNOGO0000 RNase_ MR RNase MRP DO -
0057527 P WN  2.42108
23
ENSRNOG0000 LOC682538 Ig kappa chain V-V region L6- UP  24.7480
0063859 like 918
ENSRNOGO0000 UP  24.7523
0064181 892
ENSRNOG0000 LOC102556 Ig heavy chain V region 186-1- UP 247254
0064886 469 like 567
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ENSRNOGO0000
0066812
ENSRNOGO0000
0067603
ENSRNOGO0000
0067883
ENSRNOGO0000
0069088

LOC682830
NA
LOC102550

611
NA

Ig kappa chain V-II region 26-10-
like

NA

immunoglobulin kappa variable 2-
30-like

NA

uP

UpP

UpP

UP

27.2378
726
24.6386
712
24.7921
024
26.0061
641
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Anexo 7. Tabla de genes top expresados diferencialmente evaluando el efecto de

la interaccion infeccion-tratamiento (ratas infectadas tratadas vs ratas no

infectadas tratadas) en solo el grupo de 2 meses finalizado el tratamiento.

Codigo Ensembl ~ Simbolo Nombre TrendlogFC

ENSRNOGO000000 Kcnv2  potassium voltage-gated channel modifier DOW-

12566 subfamily V member 2 N 5.265539
71

ENSRNOGO000000 Lipm lipase, family member M DOW -

19301 N  2.350423
3

ENSRNOGO000000 Zfp804b zinc finger protein 804B DOW-

31306 N 2183512
33

ENSRNOGO000000 Mmp3  matrix metallopeptidase 3 DOW-

32626 N  2.237466
39

ENSRNOGO000000 Mir132 microRNA 132 DOW-

35516 N  1.930255
78

ENSRNOGO000000 Adcyapl adenylate cyclase activating polypeptide 1 DOW-

49882 N  1.996822
03

ENSRNOGO000000 Mybpcl myosin binding protein C1 DOW-

56493 N  1.700920
39

ENSRNOGO000000 Igkvl-ps6 immunoglobulin kappa variable like, pseudogene 6 UP  23.45331

63365 38

ENSRNOGO000000 UP 24.07178

64582 18

ENSRNOGO000000 UP 23.36329

65156 66

ENSRNOGO000000 UP 23.15254

65181 54

ENSRNOG000000 UP 11.66068

66010 49

ENSRNOGO000000 Or4d2b olfactory receptor family 4 subfamily D member 2B DOW -

67043 N 2519278
23

ENSRNOGO000000 Tacl tachykinin, precursor 1 DOW-

67502 N  1.833791
46

ENSRNOGO000000 LOC690 Ig kappa chain V-VI region NQ2-48.2.2-like UP 24.35225

68347 539 04

ENSRNOG000000 DOW-

68351 N 1.732240
52
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ENSRNOGO000000 LOC682 immunoglobulin kappa variable 2-30-like

68499 773
ENSRNOGO000000
68648
ENSRNOG000000
69838

up

up

upP

23.34062
73
11.46938
09
25.66007
03
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Anexo 8. Tabla de genes expresados diferencialmente que comparten entre los dos
tiempos (5 dias y 2 meses) evaluando el efecto de la interaccion infeccion-

tratamiento (ratas infectadas tratadas vs ratas no infectadas tratadas)

Columnl symbol name Trend logFC_A logFC_B
ENSRNOGO00000 1.191620 1.151202
025115 Exph5 exophilin 5 DOWN 47 26
ENSRNOG00000 8.907622 11.82271
000767 Ubd ubiquitin D UP 69 27
ENSRNOGO00000 Z-DNA binding 7.289912 9.013755
006314 Zbpl protein 1 UP 34 56
cilia and flagella
ENSRNOGO00000 associated protein 8.099847 6.215378
009061 Cfap206 206 UP 73 22
C-X-C motif
ENSRNOGO00000 chemokine ligand 7.991076 12.49079
024899 Cxcl13 13 UP 87 31
ENSRNOGO00000 8.986397 10.85511
065564 UP 98 07
ENSRNOG00000 LOC36279 immunoglobulin G 10.85266 17.07406
065917 5 heavy chain UP 07 16
similar to
immunoglobulin
ENSRNOG00000 RGD15646 light chain variable 10.92208 9.028852
067740 96 region UP 16 51
immunoglobulin
ENSRNOG00000 LOC12010 kappa variable 1D- 11.26217 9.809558
069193 2529 33-like UP 81 12
ENSRNOGO00000 LOC10255 Ig kappa chain V- 24.58149 24.65380
070169 2552 V region L6-like UP 64 27
ENSRNOG00000 7.079438 23.35688
070810 uUpP 79 81
ENSRNOG00000 11.80474 24.80729
071091 UP 45 7
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Anexo 9. Tabla de los principales términos de proceso bioldgico GO del efecto de
la infeccidn (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el grupo de 5 dias de genes

sobreexpresados.
GeneR BgRa p.adjus Co

ID Description atio tio pvalue t gvalue unt
GO:00 leukocyte mediated 409/1 2.2146 7.5609 5.4178
02443  immunity 62/249 7699 OE-46 4E-43 3E-43 62
GO:00 adaptive immune 387/1 8.3090 1.4183 1.0163
02250 response 57/249 7699 4E-42 5E-38 3E-38 57
GO:00 lymphocyte 301/1 5.4164 6.1639 4.4167
02449 mediated immunity  49/249 7699 6E-38 3E-35 9E-35 49

regulation of
GO:00 immune effector 416/1 1.3114 1.1193 8.0204
02697  process 54/249 7699 3E-36 E-33 2E-34 54

adaptive immune

response based on

somatic

recombination of

immune receptors

built from
GO:00 immunoglobulin 313/1 6.0153 4.1072 2.9430
02460 superfamily domains 48/249 7699 2E-36 6E-33 7E-33 48

positive regulation of
GO:00 immune effector 286/1 1.6741 9.5256 6.8256
02699  process 41/249 7699 1E-29 8E-27 TE-27 41

immunoglobulin
GO:00 mediated immune 149/1 1.3745 6.2330 4.4662
16064 response 31/249 7699 6E-27 1E-25 9E-25 31

regulation of
GO:00 leukocyte mediated 262/1 1.4605 6.2330 4.4662
02703  immunity 38/249 7699 8E-27 1E-25 9E-25 38
GO:00 B cell mediated 154/1 4.0482 1.5356 1.1003
19724  immunity 31/249 7699 1E-27 2E-24 5E-24 31

regulation of
GO:00 lymphocyte 495/1 1.1461 3.9130 2.8039
51249 activation 48/249 7699 B8E-26 6E-24 2E-24 48
GO:00 cytokine-mediated 426/1 1.4086 4.3718 3.1326
19221 signaling pathway 44/249 7699 2E-25 5E-23 7E-23 44
GO:00 activation of immune 442/1 6.4549 1.8169 1.3019
02253 response 44/249 7699 4E-25 3E-22 3E-22 44
GO:00 leukocyte cell-cell 396/1 7.0012 1.8169 1.3019
07159 adhesion 42/249 7699 3E-25 3E-22 3E-22 42
GO:00 leukocyte 374/1 7.4507 1.8169 1.3019
70661 proliferation 41/249 7699 9E-25 3E-22 3E-22 41
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GO0O:00
46651
GO0O:00
32943

GO:00
70663
GO:00
06909
GO:00
01906
GO:00
30593

lymphocyte
proliferation
mononuclear cell
proliferation
regulation of
leukocyte
proliferation

phagocytosis
cell killing

neutrophil
chemotaxis

39/249

39/249

36/249

33/249

32/249

24/249

333/1
7699
339/1
7699

286/1
7699
230/1
7699
215/1
7699
98/17
699

9.8979
1E-25
1.9307
3E-24

5.8648
2E-24
7.3506
SE-24
1.1458
SE-23
2.1575
2E-23

2.2527
6E-22
4.1196
9E-22

1.1777
9E-21
1.3941
7E-21
2.0589
1E-21
3.6828
9E-21

1.6142
3E-22
2.9519
8E-22

8.4395
4E-22
9.99E-
22
1.4753
2E-21
2.6389
9E-21

39

39

36

33

32

24
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Anexo 10.

Tabla de los principales terminos de componentes celulares GO del

efecto de la infeccion (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el grupo de 5 dias

de genes sobreexpresados.

ID Description GeneR pvalue p.adjus qvalue Co
atio BgRat t unt
o
GO0:000 external side of plasma 59/250430/17 1.02248 2.75046 2.38936 59
9897 membrane 941 E-41 E-39 E-39
GO:004 MHC protein complex 7/250 15/1795.488997.382696.41345 7
2611 41 E-10 E-08 E-08
GO:004 MHC class Il protein 6/250 12/1795.940115.3263E4.62704 6
2613  complex 41 E-09 -07 E-07
GO:004 receptor complex 22/250398/17 4.391532.9533E 2.56558 22
3235 941 E-08 -06 E-06
GO:004 membrane raft 21/250396/17 1.80704 8.44887 7.33966 21
5121 941 E-07 E-06 E-06
G0:009 membrane microdomain 21/250397/17 1.88451 8.44887 7.33966 21
8857 941 E-07 E-06 E-06
GO:009 plasma membrane signaling 13/250 183/17 1.798496.911356.00399 13
8802  receptor complex 941 E-06 E-05 E-05
GO:004 T cell receptor complex 4/250 11/1791.124770.000370.00032 4
2101 41 E-05 8204 8551
GO:004 NADPH oxidase complex  4/250 12/1791.6687E 0.000490.00043 4
3020 41 -05 8755 3276
50:006 inflammasome complex 5/250 28/1793.816850.000990.00086 5
L702 41 E-05 0096 0111
GO:000 immunological synapse 6/250 46/1794.048720.000990.00086 6
1772 41 E-05 0096 0111
GO:009 protein complex involved in  6/250 50/179 6.55647 0.001450.00126 6
8636  cell adhesion 41 E-05 9214 764
G0:190 serine-type peptidase 4/250 17/1797.594420.001450.00126 4
5286 complex 41 E-05 9214 764
GO:190 serine-type endopeptidase  4/250 17/1797.594420.001450.00126 4
5370  complex 41 E-05 9214 764
GO0:004 plasma membrane raft 9/250 135/170.000110.002090.00181 9
4853 941 6675 2368 7671
GO0:199 oxidoreductase complex 8/250 126/170.000380.006160.00535 8
0204 941 8161 6832 7217
G0:190 endopeptidase complex 7/250 96/1790.000380.006160.00535 7
5369 41 9725 6832 7217
GO:000 integrin complex 4/250 33/1790.001090.016380.01423 4
8305 41 6149 1335 0704
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G0:190 peptidase complex 7/250 129/170.002220.02995 0.02602

5368 941 0013 9156 5954
GO:003 endocytic vesicle 9/250 203/170.002220.02995 0.02602
0139 941 7447 9156 5954
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Anexo 11. Tabla de los principales términos de las funciones moleculares

GO del efecto de la infeccion (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el

grupo de 5 dias de genes sobreexpresados.

21

11

9

ID Description GeneR BgRatio pvalue p.adjustqvalue Cou
atio

GO0:0140immune 21/245 115/16602.30054E1.13187E9.97709E

375 receptor 3 -17 -14 -15
activity

GO:0008 chemokine  11/245 36/166032.50504E 6.1624E-5.43198E

009 activity -12 10 -10

GO0:0042 peptide 9/245 23/166031.95536E 3.2068E- 2.8267E-

605 antigen -11 09 09
binding

GO:0005 cytokine 23/245
126 receptor

binding
G0:0004 cytokine 13/245
896 receptor

activity
GO:0042 chemokine  12/245
379 receptor

binding
G0:0023 MHC protein 7/245
023 complex

binding
GO:0023 MHC class 11 6/245
026 protein

complex

binding
GO0:0003antigen 9/245
823 binding

GO:0005 cytokine 16/245

125 activity
GO:0048 CCR 9/245
020 chemokine

receptor

binding
G0:0019 immunoglobu 6/245
865 lin binding
G0:0019cytokine 12/245
955 binding
G0:0008 heparin 12/245
201 binding

279/16602.62947E3.23425E 2.8509E-
3 -11 -09 09

81/166031.76504E1.62496E1.43236E
-10 -08 -08

66/166031.98166E1.62496E1.43236E
-10 -08 -08

18/166033.87545E2.72389E2.40103E
-09 -07 -07

12/166038.33306E5.12483E 4.5174E-
-09 -07 07

45/16603 1.598E-8.73572E7.70029E
08 -07 -07
190/16602.27976E1.07118E9.44216E
3 -08 -06 -07
47/166032.39492E1.07118E9.44216E
-08 -06 -07

22/166035.94469E2.43732E2.14843E

-07 -05 -05
133/16606.45628E2.44345E2.15384E
3 -07 -05 -05
159/1660 4.2763E-0.0001500.000132
3 06 281 469
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23

13

12

7

9

16

9

6

12

12



GO:0042T cell 4/245 11/166031.40745E 0.000461 0.000406

608 receptor -05 643 925
binding
GO:0005 glycosaminog 13/245 217/16602.10373E0.000646 0.000570
539 lycan binding 3 -05 897 222
G0:0038cargo 8/245 85/166033.62622E 0.0010490.000925
024 receptor -05 47 078
activity
GO:0045CXCR 4/245 14/166034.12273E0.001126 0.000993
236 chemokine -05 879 313
receptor
binding
GO0:0001 phosphotyrosi6/245 45/166034.88519E 0.0012650.001115
784 ne residue -05 008 069
binding
GO:0001G 15/24 306/166 5.162350.0012690.001119 15
664 protein 5 03 E-05 938 415
couple
d
recepto
r
binding
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Anexo 12. Tabla de los principales términos del proceso bioldgico GO del
efecto de la infeccidn (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el grupo

de 5 dias de genes subexpresados

D Descriptio QeneRaBgRati ovalue p.adjust qualue Cou
n tio 0 nt
G0:0043 Zlél\?elopme 6/30 310/176 1.14595E 0.012204 0.009252 6
588 nt 99 -05 327 007
GO0:0061 efta?"ihmes a0 36/1769 3.02135E 0.016088 0.012196
43 oL sn 9 05 711 73
barrier
collagen
G0:0030 fibril 3/30 59/1769 0.000133 0.028785 0.021821 3
199 organizatio 9 994 237 87
n
cellular
GO:0071 response to 4/30 164/176 0.000161 0.028785 0.021821 4
230 amino acid 99 379 237 87
stimulus
GO:0006 amino acid 4/30 170/176 0.000185 0.028785 0.021821 4
865 transport 99 256 237 87
regulation
GO0:0030 of Wnt 5/30 323/176 0.000192 0.028785 0.021821 5
111 signaling 99 215 237 87
pathway
G0:0043 KN houen /a0 13/1769 0.000214 0028785 0.021821
589 morphogen 9 142 237 87
esis
cellular
GO:0071 response to 4/30 177/176 0.000216 0.028785 0.021821 4
229 acid 99 227 237 87
chemical
GO:0060 E’rzgicula o0 14/1769 0.000249 0.029532 0.022388
346 . 9 569 319 227
formation
cellular
GO0:0071 response to 3/30 81/1769 0.000342 0.036523 0.027687 3
300 retinoic 9 939 028 83
acid
bone
GO:0061 trabecula 2130 18/1769 0.000417 0.040454 0.030668 5
430 morphogen 9 839 451 212
esis
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Anexo 13. Tabla de los principales términos de los componentes celulares
GO del efecto de la infeccion (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el

grupo de 5 dias de genes subexpresados.

ID Description Gene BgR pvalu p.adj qvalu Co
Ratio atio e ust e un
t

GO:00 fibrillar collagen 3/30 1111 6.898 2.759 1.924 3

05583  trimer 7941 74E- 5E-05  39E-
07 05

GO:00 banded collagen 3/30 1111 6.898 2.759 1.924 3
98643 fibril 7941 74E- 5E-05  39E-
07 05

GO:00 complex of collagen 3/30  17/1 2.823 7530 5.251 3
98644  trimers 7941 92E-  46E- 5E-05

06 05

GO:00 collagen trimer 3/30 58/1 0.000 0.002 0.001 3
05581 7941 12234 44693 70641
7 4 5

GO:00 extracellular matrix ~ 5/30 396/ 0.000 0.006 0.004 5
31012 1794 46180 30048 39375
1 1 3 8

GO:00 external 5/30 398/ 0.000 0.006 0.004 5
30312 encapsulating 1794 47253 30048 39375
structure 1 6 3 8

GO:00 collagen-containing 4/30 231/ 0.000 0.006 0.004 4
62023 extracellular matrix 1794 5641 44685 49583
1 4 2

GO:00 dense core granule 2/30  50/1 0.003 0.031 0.021 2
31045 7941 15013 50131 96802
2 9 5
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Anexo 14. Tabla de los principales términos de las funciones moleculares
GO del efecto de la infeccion (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el

grupo de 5 dias de genes subexpresados

ID Description Gene BgRatipvalue p.adjusqvalue Co
Ratio o t unt
GO:00 platelet-derived growth 3/27 11/166 6.2735 9.5357 6.3395 3
48407 factor binding 03 1E-07 4E-05 5E-05
GO:00 extracellular matrix 3/27 62/166 0.0001 0.0103 0.0068 3
05201 structural constituent 03 36062 40738 74729
GO:00 cell adhesion molecule 4/27 286/16 0.0011 0.0462 0.0307 4
50839 binding 603 06945 36738 39106
GO:00 growth factor binding 3/27 142/16 0.0015 0.0462 0.0307 3
19838 603 41353 36738 39106
GO:00 integrin binding 3/27 146/16 0.0016 0.0462 0.0307 3
05178 603 69061 36738 39106
GO:00 protease binding 3/27 151/16 0.0018 0.0462 0.0307 3
02020 603 37793 36738 39106
GO:00 heparin binding 3/27 159/16 0.0021 0.0462 0.0307 3
08201 603 29323 36738 39106
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Anexo 15. Tabla de los principales términos de proceso bioldgico GO del

efecto de la infeccion (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el grupo

de 2 meses de genes sobreexpresados.

ID Descripti Gene BgRa pvalu p.adj qvalu Co
on Ratio  tio e ust e unt
GO:000 adaptive  24/106 387/1 5305 1.023 7935 24
2250 immune 7699 O03E- 87E- 21E-
response 18 14 15
GO:000 leukocyte 22/106 409/1 2983 2879 2231 22
2443 mediated 7699 47E-  O05E-  32E-
immunity 15 12 12
GO:005 regulation 23/106 495/1 1.478 9513 7.373 23
1249 of 7699 82E- T76E-  36E-
lymphocy 14 12 12
te
activation
GO:000 response  20/106 361/1 3.623 1.748 1355 20
9615 to virus 7699 54E- 36E- O1E-
14 11 11
GO:000 humoral  17/106 240/1 6.713 2.267 1756 17
6959 immune 7699 25E- 02E-  98E-
response 14 11 11
GO:007 leukocyte 20/106 374/1 7.047 2267 1756 20
0661 proliferati 7699 72E- 02E-  98E-
on 14 11 11
GO:007 regulation 18/106 286/1 8905 2455 1902 18
0663 of 7699 O7E- 25E-  87E-
leukocyte 14 11 11
proliferati
on
GO:004 Ilymphocy 18/106 333/1 1.189 2870 2224 18
6651 te 7699 98E- 83E-  95E-
proliferati 12 10 10
on
GO:000 activation 20/106 442/1 1565 3.103 2405 20
2253 of 7699 7E-12  73E-  45E-
immune 10 10
response
GO0:003 mononucl 18/106 339/1 1.608 3.103 2405 18
2943 ear cell 7699 15e-  73E-  45E-
proliferati 12 10 10
on
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G0O:000
2449

GO:005
0670

G0:003
2944

GO:001
6064

GO:001
9724

G0O:000
2697

G0O:000
2460

GO:005
1607

lymphocy 17/106 301/1
te 7699
mediated

immunity

regulation 16/106 260/1
of 7699
lymphocy

te

proliferati

on

regulation 16/106 264/1
of 7699
mononucl
ear cell
proliferati
on
immunogl|
obulin
mediated
immune
response
B cell
mediated
immunity
regulation 18/106 416/1
of 7699
immune
effector
process
adaptive
immune
response
based on
somatic
recombin
ation of
immune
receptors
built from
immunog|
obulin
superfami
ly
domains
defense
response
to virus

13/106 149/1

7699

13/106 154/1

7699

16/106 313/1

7699

15/106 276/1
7699
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2.651 4.652
85E-  79E-
12 10
3.360 5.405
93E- 5E-10
12
4239 6.293
33E- T77E-
12 10
5.106 7.040
8E-12  Q9E-
10
7.791 1.002
91E-  56E-
12 09
4.825 5.820
68E-  97E-
11 09
5.485 6.227
74E-  93E-
11 09
9.773 1.044
87E-  55E-
11 08

3.606
O1E-
10

4.189
37E-
10

4.877
8E-10

5.456
21E-
10

7.770
03E-
10
4511
37E-
09

4.826
77E-
09

8.095
SE-09

17

16

16

13

13

18

16

15



GO:014
0546

G0O:000
2455

defense
response
to
symbiont
humoral 8/106
immune

response

mediated

by

circulatin

g

immunog|

obulin

15/106 277/1

7699

46/17
699

1.028
32E-
10

2.735
92E-
10

1.044
S5E-
08

2.640
16E-
08

8.095
SE-09

2.046
18E-
08

15

114



Anexo 16. Tabla de los principales términos de componentes celulares GO
del efecto de la infeccidn (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el

grupo de 2 meses de genes sobreexpresados.

ID Descriptio GeneRa pvalue p.adjust gvalue Cou
n tio BgRati nt
0
GO:0009 external ~ 19/103 430/179 4.25256E 5.99611E 5.55071E 19
897 side of 41 -12 -10 -10
plasma
membrane
GO0:0001 immunolog5/103  46/1794 6.43044E 0.000453 0.000419 5
772 ical 1 -06 346 671
synapse
GO:0019 proteasome 2/103  11/1794 0.001735 0.045750 0.042351 2
774 core 1 633 003 626
complex,
beta-
subunit
complex
GO0:0071 CMG 2/103  11/1794 0.001735 0.045750 0.042351 2
162 complex 1 633 003 626
GO:0031 DNA 2/103  12/1794 0.002074 0.045750 0.042351 2
261 replication 1 972 003 626
preinitiatio
n complex
GO:0043 NADPH 2/103  12/1794 0.002074 0.045750 0.042351 2
020 oxidase 1 972 003 626
complex
GO0:1905 endopeptid 4/103  96/1794 0.002271 0.045750 0.042351 4
369 ase 1 277 003 626
complex
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Anexo 17 Tabla de los principales términos de funciones moleculares GO

del efecto de la infeccidn (ratas infectadas vs ratas no infectadas) en el

grupo de 2 meses de genes sobreexpresados.

ID Description GeneRaBgRati pvalue p.adjust gvalue Cou
tio 0

GO:0008 chemokine  5/101 36/166 2.44712E 0.000584 0.000489 5

009 activity 03 -06 861 423

GO:0019 immunoglobu 4/101  22/166 8.67405E 0.001036 0.000867 4

865 lin binding 03 -06 549 405

GO:0042 chemokine  5/101 66/166 5.02137E 0.0028630.002396 5

379 receptor 03 -05 45 193
binding

GO:0003 GTPase 9/101 284/16 5.8336E-0.0028630.002396 9

924 activity 603 05 45 193

GO:0005 GTP binding 10/101 358/16 6.45785E 0.002863 0.002396 10

525 603 -05 45 193

GO0:0140 immune 6/101 115/16 7.18858E 0.002863 0.002396 6

375 receptor 603 -05 45 193
activity

GO0:0003 double- 5/101 77/166 0.0001050.002996 0.002507 5

725 stranded RNA 03 301 687 688
binding

G0:0032 guanyl 10/101 381/16 0.000108 0.002996 0.002507 10

561 ribonucleotide 603 1 687 688
binding

GO0:0019 guanyl 10/101 383/16 0.0001120.002996 0.002507 10

001 nucleotide 603 846 687 688
binding

GO:0061 peptidase 7/101 259/16 0.0010250.0207490.017363 7

134 regulator 603 345 058 229
activity

GO:0070 adenylyltransf3/101  33/166 0.001044 0.020749 0.017363 3

566 erase activity 03 107 058 229

GO:0005 cytokine 6/101 190/16 0.001069 0.020749 0.017363 6

125 activity 603 344 058 229

GO:0004 endopeptidase 6/101  192/16 0.001128 0.020749 0.017363 6

866 inhibitor 603 61 058 229
activity

GO0:0030 peptidase 6/101 199/16 0.001356 0.0231500.019372 6

414 inhibitor 603 109 719 987
activity

GO:0004 cytokine 4/101 81/166 0.0014990.023888 0.019990 4

896 receptor 03 282 553 421
activity
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GO0:0061 endopeptidase 6/101

135 regulator

activity
G0:0038 cargo receptor4/101
024 activity

G0:0048 receptor 9/101

018 ligand activity
GO:0005 integrin 5/101
178 binding
G0:0030 signaling 9/101
546 receptor

activator

activity

210/16
603

85/166
03
457116
603
146/16
603
469/16
603

0.001782 0.024808 0.020760

516 517 265
0.001791 0.024808 0.020760
166 517 265
0.001868 0.024808 0.020760
424 517 265
0.001976 0.024863 0.020806
592 441 227
0.002226 0.026611 0.022269
923 727 227
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Anexo 18. Tabla de los principales términos del proceso bioldgico GO del

efecto de la interaccion infeccidn-tratamiento (ratas infectadas tratadas vs

ratas no infectadas tratadas) en el grupo de 5 dias de genes

sobreexpresados.
ID Descriptio Gene BgRa pvalu p.adj qgvalu Co
n Ratio  tio e ust e unt
GO:000 leukocyte 16/92  409/1  3.132 6.215 4972 16
2443 mediated 7699 83E- 35E- 8E-07
immunity 10 07
GO:001 antigen 6/92 20/17  6.111 6.215 4.972 6
0886 processing 699 46E-  35E- 8E-07
and 10 07
presentatio
n of
exogenous
peptide
antigen via
MHC class
I
GO:000 adaptive 15/92 387/1 1351 6.234 4987 15
2250 immune 7699 23E- 08E-  78E-
response 09 07 07
GO:000 MHCclass 5/92 11/17 1532 6.234 4.987 5
2399 Il protein 699 47E- O08E-  78E-
complex 09 07 07
assembly
GO:000 peptide 5/92 11/17 1532 6.234 4.987 5
2503 antigen 699 47E- O08E-  78E-
assembly 09 07 07
with MHC
class Il
protein
complex
GO:000 antigen 6/92 24/17  2.087 7.075 5.660 6
2495 processing 699 11E- 3E-07  82E-
and 09 07
presentatio
n of peptide
antigen via
MHC class
]
GO:000 antigen 6/92 26/17 3540 9.841 7.874 6
2504 processing 699 39E- 59E-  O8E-
and 09 07 07
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GO:005
1249

GO:000

2449

GO:001
6064

GO:000
2683

G0O:000
2396

GO:000
2501

GO:000
2478

GO:001
9724

GO0O:003
0199

presentatio
n of peptide
or
polysacchar
ide antigen
via MHC
class Il
regulation
of
lymphocyte
activation
lymphocyte
mediated
immunity
immunoglo
bulin
mediated
immune
response
negative
regulation
of immune
system
process
MHC
protein
complex
assembly
peptide
antigen
assembly
with MHC
protein
complex
antigen
processing
and
presentatio
n of
exogenous
peptide
antigen

B cell
mediated
immunity
collagen
fibril

16/92

13/92

10/92

16/92

5/92

5/92

6/92

10/92

7/92

495/1
7699

301/1

7699

149/1
7699

498/1
7699

14/17
699

14/17
699

29/17
699

154/1
7699

59/17
699

119

4.906
83E-
09

5.158
6E-09

5.274
79E-
09

5.346
36E-
09

6.559
43E-
09

6.559
43E-
09

7.213
83E-
09

7.257
81E-
09
2.226
83E-
08

9.841
S9E-
07

9.841
S9E-
07
9.841
S9E-
07

9.841
S9E-
07

9.841
S9E-
07

9.841
S9E-
07

9.841
S9E-
07

9.841
S9E-
07
2.699
19E-
06

7.874
08E-
07

7.874
08E-
07
7.874
O8E-
07

7.874
08E-
07

7.874
O8E-
07

7.874
08E-
07

7.874
08E-
07

7.874
08E-
07
2.159
58E-
06

16

13

10

16

10



GO0O:190
3131

GO:001
9884

GO:001
9882

G0:002
2409

organizatio
n
mononucle
ar cell
differentiati
on

antigen
processing
and
presentatio
n of
ex0genous
antigen
antigen
processing
and
presentatio
n

positive
regulation
of cell-cell
adhesion

15/92

6/92

8/92

12/92

47711
7699

35/17
699

98/17
699

303/1
7699

2.255
96E-
08

2.404
07E-
08

4.198
S4E-
08

5.453
43E-
08

2.699
19E-
06

2.716
6E-06

4.494
65E-
06

5.546
14E-
06

2.159
S8E-
06

2.173
SE-06

3.596
09E-
06

4.437
37E-
06

15

12
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Anexo 19. Tabla de los principales términos de componentes celulares GO

del efecto de la interaccidn infeccidn-tratamiento (ratas infectadas tratadas

Vs ratas no infectadas tratadas) en el grupo de 5 dias de genes

sobreexpresados
Description Gene pvalue p.adjusqvalue Co
Ratio BgRa t unt
tio
GO:000external side of plasma 19/98 430/1 1.674182.226661.95615 19
9897 membrane 7941 E-12 E-10 E-10
GO:004MHC class Il protein ~ 6/98 12/17 2.046811.361131.19577 6
2613 complex 941 E-11 E-09 E-09
GO:004MHC protein complex 6/98 15/17 1.094134.850664.26136 6
2611 941 E-10 E-09 E-09
GO:003extracellular matrix 15/98 396/1 3.810031.084919.53107 15
1012 7941 E-09 E-07 E-08
GO:003external encapsulating 15/98 398/1 4.078611.084919.53107 15
0312  structure 7941 E-09 E-07 E-08
GO:006collagen-containing 11/98 231/1 5.32541.180461.03705 11
2023  extracellular matrix 7941 E-08 E-06 E-06
GO:000fibrillar collagen trimer 4/98 11/17 2.682244.459233.91749 4
5583 941 E-07 E-06 E-06
GO:009banded collagen fibril  4/98 11/17 2.682244.459233.91749 4
8643 941 E-07 E-06 E-06
GO:000collagen trimer 6/98 58/17 7.322811.08215 9.5068 6
5581 941 E-07 E-05 E-06
GO:009complex of collagen 4/98 17/17 1.886372.508872.20408 4
8644  trimers 941 E-06 E-05 E-05
GO:004T cell receptor complex 3/98 11/17 2.526210.000300.00026 3
2101 941 E-05 5441 8334
GO:000basement membrane ~ 5/98 107/1 0.000300.003320.00292 5
5604 7941 0372 9121 4673
GO:000immunological synapse 3/98 46/17 0.002020.020700.01818 3
1772 941 3495 1909 6877
GO:000multivesicular body 3/98 62/17 0.004730.044970.03950 3
5771 941 3871 1773 8246
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Anexo 20. Tabla de los principales términos de funciones moleculares GO
del efecto de la interaccidn infeccidn-tratamiento (ratas infectadas tratadas

Vs ratas no infectadas tratadas) en el grupo de 5 dias de genes

sobreexpresados
ID Description Gen BgR pvalu p.adj gvalu Co
eRat atio e ust e un
o t
GO:0 MHCclass Il 6/88 12/1 1.679 4.400 3712 6
0230  protein complex 6603 44E- 13E- 44E-
26 binding 11 09 09
GO:0 MHC protein 6/88 18/1 3.289 4309 3.635 6
0230 complex binding 6603 34E- O04E- 59E-
23 10 08 08
GO:0 growth factor 8/88 142/ 8.482 7.408 6.250 8
0198  binding 1660 77E- 28E-  46E-
38 3 07 05 05
GO:0 collagen binding 6/88 71/1 2.027 0.000 0.000 6
0055 6603 2E-06 1327 1120
18 81 29
GO:0 peptide antigen 4/88 23/1 6.040 0.000 0.000 4
0426  binding 6603 61E- 3165 2670
05 06 28 59
GO:0 polysaccharide 4/88 25/1 8559 0.000 0.000 4
0302  binding 6603 88E- 3737 3153
47 06 81 64
GO:0 glycosaminoglycan 8/88 217/ 1.961 0.000 0.000 8
0055  binding 1660 63E- 7342 6194
39 3 05 1 62
GO:0 platelet-derived 3/88 11/1 2.302 0.000 0.000 3
0484  growth factor 6603 21E- 7539 6361
07 binding 05 73 36
GO:0 immune receptor 6/88 115/ 3.306 0.000 0.000 6
1403  activity 1660 46E- 9625 8121
75 3 05 46 12
GO:0 cytokine receptor  5/88 81/1 6.961 0.001 0.001 5
0048 activity 6603 E-05 7786 5006
96 18 42
GO:0 cytokine binding 6/88 133/ 7.467 0.001 0.001 6
0199 1660 48E- 7786 5006
55 3 05 18 42
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GO:0
0038
23
GO:0
0018
46
GO:0
0082
01
GO:0
0018
48
GO:0
0052
01
GO:0
0302
46
GO:0
0051
78
GO:0
0380
24
GO:0
0426
08

antigen binding
opsonin binding
heparin binding
complement
binding
extracellular
matrix structural
constituent
carbohydrate
binding

integrin binding
cargo receptor
activity

T cell receptor
binding

4/88

3/88

6/88

3/88

4/88

7/88

5/88

4/88

2/88

45/1
6603

19/1
6603

159/
1660

24/1
6603

62/1
6603

264/
1660

146/
1660

85/1
6603

111
6603

9.299
18E-
05
0.000
1311
14
0.000
1990
81
0.000
2686
65
0.000
3251
01
0.000
5033
47
0.001
0707
06
0.001
0757
59
0.001
4808
68

0.002
0303
21
0.002
6424
46
0.003
7256
53
0.004
6926
86
0.005
3235
29
0.007
7574
63
0.014
8341
46
0.014
8341
46
0.019
3993
73

0.001
7130
07
0.002
2294
64
0.003
1433
79
0.003
9592
77
0.004
4915
27
0.006
5450
67
0.012
5157
52
0.012
5157
52
0.016
3674
91
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Anexo 21. Tabla de los 20 principales términos de procesos biolégicos GO

del efecto de la interaccidn infeccidn-tratamiento (ratas infectadas tratadas

vs ratas no infectadas tratadas) el grupo de 2 meses de genes

sobreexpresados.
ID Description  GeneRa BgRatiopvalue p.adjus qvalue Cou
tio t nt
GO:0002 adaptive 126/130 387/176 2.827881.6003E1.10377 126
250 immune 0 99 E-49 -45  E-45
response
GO0:0002 leukocyte 126/130 409/176 2.626637.432055.12608 126
443 mediated 0 99 E-46 E-43 E-43
immunity
GO:0002 activation of  127/130 442/176 5.104339.628486.64101 127
253 immune 0 99 E-43 E-40 E-40
response
GO:0031 positive 125/130 434/176 1.833372.593761.78898 125
349 regulation of 0 99 E-42 E-39 E-39
defense
response
GO0:0002 regulation of  117/130 416/176 1.235151.397949.64197 117
697 immune 0 99 E-38 E-35 E-36
effector process
GO:0002 adaptive 99/1300 313/176 1.473311.389579.58425 99
460 immune 99 E-37 E-34 E-35
response based
on somatic
recombination
of immune
receptors built
from
immunoglobuli
n superfamily
domains
GO0:0002 myeloid 89/1300 259/176 5.0104E 4.050552.79377 89
274 leukocyte 99 -37 E-34 E-34
activation
GO0:0002 immune 109/130 390/176 9.552196.756984.66046 109
764 response- 0 99 E-36 E-33 E-33
regulating
signaling
pathway
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GO0:0051
249

G0O:0050
900
G0:0002
831

GO0:0045
088

G0O:0007
159
G0:0002
757

G0:0042
060
G0:0002
366

G0:0002
683

G0:1903
131
G0:0002
263

G0:0002
449

regulation of  124/130

lymphocyte 0
activation

leukocyte 108/130
migration 0
regulation of  118/130
response to 0

biotic stimulus
regulation of  100/130

innate immune 0

response

leukocyte cell- 106/130

cell adhesion 0

immune 102/130

response- 0

activating

signaling

pathway

wound healing 115/130
0

leukocyte 90/1300

activation

involved in

immune

response

negative 120/130

regulationof 0

immune system

process

mononuclear  117/130

cell 0

differentiation

cell activation 90/1300
involved in
immune
response
lymphocyte
mediated
immunity

90/1300

495/176 2.435011.53108 1.05603
99 E-35 E-32 E-32

389/176 3.885882.199021.51672
99 E-35 E-32 E-32
457/176 5.264912.70856 1.86816
99 E-35 E-32 E-32

354/176 2.858781.348159.29855
99 E-33 E-30 E-31

396/176 5.688312.476171.70787
99 E-33 E-30 E-30
372/176 1.029854.162792.87118
99 E-32 E-30 E-30

461/176 1.279994.82898 3.33067
99 E-32 E-30 E-30
298/176 1.810456.031744.16024
99 E-32 E-30 E-30

498/176 1.811976.031744.16024
99 E-32 E-30 E-30

477/176 1.939376.097154.20536
99 E-32 E-30 E-30
301/176 4.264731.2067E 8.32295
99 E-32 -29  E-30

301/176 4.264731.2067E 8.32295
99 E-32 -29  E-30

124

108

118

100

106

102

115

90

120

117

90

90
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Anexo 22. Tabla de los 20 principales términos de componentes celulares

GO del efecto de la interaccion infeccion-tratamiento (ratas infectadas

tratadas vs ratas no infectadas tratadas) el grupo de 2 meses de genes

sobreexpresados.

ID
0

Description GeneRatiBgRatiopvalue p.adjustqvalue Cou
nt

G0:00098 external side 131/1333 430/179 6.109792.9938E 2.57254 131

97 of plasma 41
membrane

G0:00303 external

12 encapsulatin
g structure

GO:00310 extracellular 124/1333 396/179

125/1333 398/179
41

12 matrix 41
GO0:00620 collagen-  78/1333 231/179
23 containing 41

extracellular

matrix
GO0:00056 basement  43/1333 107/179
04 membrane 41
G0:00432 receptor 77/1333 398/179
35 complex 41
G0:00055 collagen 24/1333 58/1794
81 trimer 1
G0:00451 membrane  70/1333 396/179
21 raft 41
G0:00988 plasma 43/1333 183/179
02 membrane 41

signaling

receptor

complex
GO0:00988 membrane  70/1333 397/179
57 microdomai 41

n
G0:00421 T cell 10/1333 11/1794
01 receptor 1

complex
G0:00986 protein 18/1333 50/1794
36 complex 1

126

E-47 -44  E-44
2.18451 5.35205 4.59896

E-46 E-44 E-44

7.36004 1.20214 1.03299
E-46 E-43 E-43
1.30547 1.5992E 1.37418
E-31 -29  E-29

2.23832 2.19355 1.8849E
E-21 E-19 -19
4.77952 3.90328 3.35405
E-15 E-13 E-13
7.17403 5.02182 4.31521
E-13 E-11 E-11
7.59996 4.20278 3.61141

E-12 E-10 E-10
8.05705 4.20278 3.61141
E-12 E-10 E-10

8.5771E 4.20278 3.61141
-12 E-10 E-10

5.0988E 2.27128 1.95169
-11 E-09 E-09

7.75261 3.16565 2.72021
E-09 E-07 E-07

125

124

78

43

77

24

70

43

70

10

18



involved in
cell

adhesion
G0:00426 MHC protein10/1333
11 complex
G0:00300 cell-substrate 39/1333
55 junction
G0:00083 integrin 14/1333
05 complex
G0:00059 focal 37/1333
25 adhesion
GO0:00156 actin 69/1333

29 cytoskeleton
G0:00017 immunologic16/1333
72 al synapse
GO0:00301 endocytic ~ 38/1333
39 vesicle

GO0:00453 phagocytic  26/1333
35 vesicle

15/1794
1
201/179
41
33/1794
1
189/179
41
481/179
41
46/1794
1
203/179
41
112/179
41

1.05485 3.97597 3.41651
E-08 E-07 E-O07
2.53293 8.86525 7.61783
E-08 E-07 E-07
3.11868 1.01877 8.75419
E-08 E-06 E-07
4.50475 1.37958 1.18546
E-08 E-06 E-06
9.19114 2.51271 2.15915
E-08 E-06 E-06
9.23038 2.51271 2.15915
E-08 E-06 E-06
1.02309 2.63848 2.26723
E-O07 E-06 E-06
1.38015 3.38136 2.90557
E-O07 E-06 E-06

10

39

14

37

69

16

38

26
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Anexo 23. Tabla de los 20 principales términos de funciones moleculares

GO del efecto de la interaccion infeccion-tratamiento (ratas infectadas

tratadas vs ratas no infectadas tratadas) el grupo de 2 meses de genes

sobreexpresados.
ID Description GeneRatBgRatio pvalue p.adjustgvalue Coun
io t
GO:01403 immune receptor 41/1219 115/1660 2.15234 1.93711 1.63351 41
75 activity 3 E-18 E-15 E-15
GO:00199 cytokine binding  42/1219 133/1660 1.33394 6.00274 5.06196 42
55 3 E-16 E-14 E-14
GO:00508 extracellular matrix26/1219 63/16603 6.35409 1.90623 1.60747 26
40 binding E-14 E-11 E-11
GO0:00051integrin binding ~ 40/1219 146/1660 1.43348 3.22533 2.71984 40
78 3 E-13 E-11 E-11
GO0:00052 extracellular matrix25/1219 62/16603 3.64958 6.56925 5.53968 25
01 structural E-13 E-11 E-11
constituent
GO0:00048 cytokine receptor 28/1219 81/16603 1.29405 1.94107 1.63686 28
96 activity E-12 E-10 E-10
G0:00055 glycosaminoglycan 48/1219 217/1660 3.26814 4.20189 3.54335 48
39 binding 3 E-12 E-10 E-10
GO:00055collagen binding  25/1219 71/16603 1.29552 1.45745 1.22903 25
18 E-11 E-09 E-09
G0:00380 cargo receptor 27/1219 85/16603 3.12064 2.82951 2.38605 27
24 activity E-11 E-09 E-09
G0:00508 cell adhesion 55/1219 286/1660 3.1439E 2.82951 2.38605 55
39 molecule binding 3 -11  E-09 E-09
GO:00082 heparin binding ~ 38/1219 159/1660 5.31325 4.34721 3.66589 38
01 3 E-11 E-09 E-09
GO0:00051 cytokine receptor 52/1219 279/1660 3.54786 2.66089 2.24387 52
26 binding 3 E-10 E-08 E-08
GO0:00381 pattern recognition 14/1219 28/16603 1.85593 1.28487 1.0835E 14
87 receptor activity E-09 E-07 -07
G0:00302 carbohydrate 47/1219 264/1660 1.14375 7.35268 6.20033 47
46 binding 3 E-08 E-07 E-07
G0:00199 chemokine binding 12/1219 25/16603 4.92545 2.88442 2.43236 12
56 E-08 E-06 E-06
GO:00017 phosphotyrosine  16/1219 45/16603 5.44835 2.88442 2.43236 16
84 residue binding E-08 E-06 E-06
GO0:00038antigen binding ~ 16/1219 45/16603 5.44835 2.88442 2.43236 16
23 E-08 E-06 E-06
G0:00037 actin binding 62/1219 418/1660 7.8777E 3.93885 3.32153 62
79 3 -08 E-06 E-06
G0:00611 peptidase regulator 44/1219 259/1660 1.36395 6.46081 5.44824 44
34 activity 3 E-07 E-06 E-06
GO:00050scavenger receptor 16/1219 48/16603 1.53909 6.92593 5.84046 16
44 activity E-07 E-06 E-06
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Anexo 24. Tabla de los 20 principales términos de procesos bioldgicos GO

del efecto de la interaccién infeccidn-tratamiento (ratas infectadas tratadas

vs ratas no infectadas tratadas en el grupo de 2 meses de genes

subexpresados.
ID Description GeneR BgRati Pvalue p.adjust qvalue Cou
atio o
GO:0007 neurotransmitt 12/109 205/1764.94956 5.02133E 4.14721E 12
269 er secretion 99 E-09 -06 -06
GO:0099 signal release 12/109 205/1764.94956 5.02133E 4.14721E 12
643 from synapse 99 E-09 -06 -06
GO:0001 regulation of 13/109 278/1761.63244 1.10407E 9.11874E 13
505 neurotransmitt 99 E-08 -05 -06
er levels
G0:0006 neurotransmitt 12/109 261/1767.24907 3.67709E 3.03698E 12
836 er transport 99 E-08 -05 -05
GO0:0071 cellular 8/109 93/17691.05324 4.27403E 3.53001E 8
277 response to 9 E-07 -05 -05
calcium ion
GO:0046 regulation of 9/109 139/1761.92073 6.49526E 5.36456E 9
928 neurotransmitt 99 E-07 -05 -05
er secretion
G0:0099 synaptic 4/109 10/1769 2.7779 8.05195E 6.65026E 4
538 signaling via 9 E-07 -05 -05
neuropeptide
GO0:0016 synaptic 9/109 148/1763.28008 8.3191E- 6.8709E- 9
079 vesicle 99 E-07 05 05
exocytosis
GO0:0017 regulation of 11/109 254/1764.75842 0.000107 8.86013E 11
157 exocytosis 99 E-07 276 -05
GO:0051 regulation of 9/109 157/1765.40744 0.000109 9.06173E 9
588 neurotransmitt 99 E-07 717 -05
er transport
G0:1902 cellular 11/109 263/176 6.7166 0.000119 9.90236E 11
075 response to 99 E-07 895 -05
salt
GO0:2000 regulation of 5/109 28/17697.09089 0.000119 9.90236E 5
310 NMDA 9 E-07 895 -05
receptor
activity
GO0:0071 cellular 12/109 337/1761.11989 0.000174 0.000144 12
241 response to 99 E-06 79 362

129



inorganic

substance
GO0:0006 exocytosis 13/109
887
G0:2000 regulation of  7/109
300 synaptic

vesicle

exocytosis
GO:0051responseto  9/109
592 calcium ion

GO:0043 responseto  9/109
279 alkaloid
GO0:1903 regulation of  9/109
305 regulated

secretory

pathway
GO0:0099 regulation of  6/109
601 neurotransmitt

er receptor

activity
GO0:0071 cellular 10/109
248 response to

metal ion

404/1761.21217 0.000175 0.000145

99 E-06 679 096
92/17691.57604 0.000213 0.000176
9 E-06 186 074

184/1762.03521 0.000258 0.000213
99 E-06 09 161
188/1762.43042 0.000290 0.000239
99 E-06 078 581
192/1762.89005 0.000325 0.000269
99 E-06 772 062

70/17694.52175 0.000459 0.000379
9 E-06 428 45

259/1764.52861 0.000459 0.000379
99 E-06 428 45

13

10
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Anexo 25. Tabla de los 20 principales términos de componentes celulares

GO del efecto de la interaccion infeccion-tratamiento (ratas infectadas

tratadas vs ratas no infectadas tratadas) en el grupo de 2 meses de genes

subexpresados.
ID Description GeneRaBgRati pvalue p.adjust qvalue Cou
tio 0 nt
GO:0031 dense core  8/112 50/1794 7.73039E 1.2214E-8.54412E 8
045 granule 1 -10 07 -08
GO0:0044 neuron 12/112 254/179 6.31282E 4.98713E 3.48866E 12
306 projection 41 -08 -06 -06
terminus
GO0:0043 axon 11/112 230/179 2.03917E 1.07397E 7.51275E 11
679 terminus 41 -07 -05 -06
GO0:0043 perikaryon 10/112 202/1795.47092E 2.16101E 1.5117E- 10
204 41 -07 -05 05
GO0:0008 synaptic 11/112 267/179 8.98406E 2.83896E 1.98595E 11
021 vesicle 41 -07 -05 -05
GO0:0045 postsynaptic 12/112 342/179 1.52093E 4.00511E 2.80171E 12
211 membrane 41 -06 -05 -05
GO0:0098 neuronal 5/112  33/1794 1.78909E 4.03823E 2.82488E 5
992 dense core 1 -06 -05 -05
vesicle
GO:0098 GABA-ergic8/112  135/179 2.05674E 4.06206E 2.84155E 8
982 synapse 41 -06 -05 -05
GO:0150 distal axon 13/112 440/179 3.64969E 6.40724E 4.48208E 13
034 41 -06 -05 -05
GO:0070 exocytic 11/112 317/179 4.73383E 7.47945E 5.23213E 11
382 vesicle 41 -06 -05 -05
GO0:0032 asymmetric 13/112 477/179 8.72608E 0.0001258.76784E 13
279 synapse 41 -06 338 -05
GO:0034 ion channel 10/112 296/179 1.64902E 0.000208 0.000145 10
702 complex 41 -05 469 831
GO:0030 transport ~ 12/112 434/179 1.71525E 0.000208 0.000145 12
133 vesicle 41 -05 469 831
GO0:0030 synaptic 7/112  153/179 4.9E-05 0.000516 0.000361 7
672 vesicle 41 133 052
membrane
GO0:0099 exocytic 7/112 153/179 4.9E-05 0.000516 0.000361 7
501 vesicle 41 133 052
membrane
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G0:0099 postsynaptic 12/112
572 specializatio

n
G0:0099 postsynaptic 7/112

634 specializatio

n membrane
GO0:0042 presynaptic 8/112
734 membrane
GO0:0043 terminal 6/112
195 bouton

GO0:1902 transmembra10/112
495 ne

transporter

complex

497/179 6.41312E 0.000633 0.000443

41 -05 296 012
167/179 8.52055E 0.000791 0.000553
41 -05 91 968
244/179 0.000147 0.001204 0.000842
41 01 515 598
128/179 0.000151 0.001204 0.000842
41 239 515 598
386/179 0.000152 0.001204 0.000842
41 47 515 598

12

10
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Anexo 26. Tabla de los 20 principales términos de funciones moleculares

GO del efecto de la interaccion infeccion-tratamiento (ratas infectadas

tratadas vs ratas no infectadas tratadas) en el grupo de 2 meses de genes

subexpresados.
ID Description GeneRaBgRati pvalue p.adjust qvalue Cou
tio 0
GO0:0022 voltage-gated 10/101 137/16 1.06697E2.69943E 2.0104E- 10
843 monoatomic 603 -08 -06 06
cation
channel
activity
GO0:0005 voltage-gated 10/101 190/16 2.36974E 1.91836E 1.42869E 10
244 monoatomic 603 -07 -05 -05
ion channel
activity
G0:0022 voltage-gated 10/101 190/16 2.36974E 1.91836E 1.42869E 10
832 channel 603 -07 -05 -05
activity
GO0:0022 monoatomic 12/101 306/16 3.41596E1.91836E1.42869E 12
839 ion gated 603 -07 -05 -05
channel
activity
GO0:0022 gated channel 12/101 309/16 3.79122E1.91836E 1.42869E 12
836 activity 603 -07 -05 -05
GO:0005 voltage-gated 7/101  89/166 1.14471E4.82686E3.59479E 7
249 potassium 03 -06 -05 -05
channel
activity
GO0:0015 channel 13/101 467/16 5.0064E-0.000158 0.000117 13
267 activity 603 06 327 914
GO0:0022 passive 13/101 467/16 5.0064E-0.000158 0.000117 13
803 transmembran 603 06 327 914
e transporter
activity
GO:0005 monoatomic 12/101 418/16 8.73595E 0.000245 0.000182 12
216 ion channel 603 -06 577 893
activity
GO:0005 potassium ~ 7/101  123/16 9.97078E 0.000252 0.000187 7
267 channel 603 -06 261 871
activity
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GO:0048 receptor

018 ligand
activity
G0:0005 monoatomic 10/101
261 cation
channel
activity
G0:0030 signaling 12/101
546 receptor
activator
activity
G0:0015 potassium ion 7/101
079 transmembran
e transporter
activity
GO0:0046 metal ion 11/101
873 transmembran
e transporter
activity
GO0:0071 neuropeptide 4/101
855 receptor
binding
G0:0005 calcium- 4/101
544 dependent
phospholipid
binding
GO0:0005 neuropeptide 3/101
184 hormone
activity
GO0:0001 phosphatidyls 4/101
786 erine binding
G0:0030 clathrin 4/101
276 binding

12/101

457/16
603

315/16
603

469/16
603

159/16
603

425/16
603

38/166
03

52/166
03

24/166
03

65/166
03
69/166
03

2.12479E 0.000461 0.000343
-05 587 765

2.18934E 0.000461 0.000343
-05 587 765

2.74105E 0.000533 0.000397
-05 451 286

5.23787E 0.000920 0.000685
05 406 47

5.45695E 0.000920 0.000685
05 406 47

8.12297E 0.001284 0.000956
-05 445 587

0.000279 0.004153 0.003093
114 871 584

0.000403 0.005664 0.004218
01 536 647

0.000657 0.008749 0.006516
097 76 359
0.000823 0.009922 0.007389
603 46 725

12

10

12

11
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